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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
       Το κρέας λόγω της ιδιαίτερα υψηλής  διατροφικής αξίας του, κατέχει σημαντική 
θέση στις προτιμήσεις των καταναλωτών. Ταυτόχρονα, λόγω της υψηλής 
οικονομικής αξίας και των τεράστιων οικονομικών μεγεθών από την εμπορία και 
την διακίνηση κρέατος και προϊόντων κρέατος  συχνά έχουν παρατηρηθεί 
κρούσματα νοθείας με σκοπό το παράνομο κέρδος.    
        Η νοθεία του κρέατος αποτελεί σημαντικό ζήτημα για τους καταναλωτές αλλά 
και για τις υγιείς επιχειρήσεις από οικονομική, θρησκευτική, ηθική και διατροφική 
άποψη. Η σωστή επιλογή του καταναλωτή θα πρέπει να βασίζεται σε τεκμηριωμένη 
ενημέρωση για τα προϊόντα που καταναλώνει. Προς την κατεύθυνση αυτή η σωστή 
επισήμανση και ιχνηλασιμότητα του κρέατος και των προϊόντων κρέατος είναι 
σημαντική για τη σωστή εμπορία των προϊόντων καθώς και για την σωστά 
ενημερωμένη επιλογή τους από τους καταναλωτές. 
Κάθε χρόνο καταναλώνονται τεράστιες ποσότητες κρέατος πουλερικών, οπότε 
η νοθεία αυτού και των προϊόντων του με φθηνότερα ή κατώτερης ποιότητας είδη 
κρέατος δημιουργεί τεράστιο πρόβλημα και στην βιομηχανία κρέατος.  
Στην παρούσα μελέτη εφαρμόστηκαν μοριακές τεχνικές με την χρήση 
μοριακών δεικτών τμημάτων DNA, για την ποιοτική και ποσοτική ανάλυση κρέατος 
γαλοπούλας σε μίγματα κρέατος.  
Τα μίγματα κρέατος που χρησιμοποιήθηκαν ήταν γαλοπούλα και κοτόπουλο 
σε διάφορες προσμίξεις αλλά και μοσχάρι και  χοιρινό. Η ανάλυση 
πραγματοποιήθηκε στο μιτοχονδριακό DNA που απομονώθηκε από μυϊκό ιστό των 
κρεάτων αυτών. Οι τεχνικές που εφαρμόστηκαν ήταν η PCR και η real time PCR. 
Αρχικά ενισχύθηκε με την μέθοδο PCR τμήμα του γονιδίου 12s rRNA για γαλοπούλα 
και έγινε έλεγχος ότι οι συγκεκριμένοι εκκινητές δεν ενισχύουν αλληλουχίες άλλων 
ειδών ζωικών ειδών. Στην συνέχεια έγινε έλεγχος για να προσδιοριστεί η κατάλληλη 
συγκέντρωση των εκκινητών, η οποία θα μας έδινε την καλύτερη απόδοση 
αντίδρασης (Efficiency, E) και για την διασταυρούμενη αντιδραστικότητα μεταξύ 
των ειδών γαλοπούλας, κοτόπουλου, χοιρινού, μοσχαριού, με την μέθοδο της real 
time PCR χρησιμοποιώντας την χρωστική SYBR Green. Τέλος, με την μέθοδο της real 
time PCR χρησιμοποιώντας ανιχνευτές Τaqman δημιουργήθηκαν τέσσερις 
διαφορετικές καμπύλες αναφοράς για την ποσοτικοποίηση των άγνωστων 
δειγμάτων DNA. 
Με την χρήση του γονιδίου 12S rRNA και την μέθοδο Real Time PCR είναι 
εφικτή η δημιουργία καμπύλων αναφοράς για την ποσοτικοποίηση DNA σε 
άγνωστα δείγματα. Τέλος η μέθοδος αυτή κρίθηκε ικανή για την ταυτοποίηση και 
ανίχνευση ειδών κρέατος σε μίγματα κρέατος, οπότε την καθιστά χρήσιμο εργαλείο 
για τον έλεγχο της νοθείας σε προϊόντα κρέατος. 
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ABSTRACT 
   Meat occupies an important position in consumer preferences, due to the 
extremely high nutritional value. Moreover, the high economic value and enormous 
economic fundamentals of marketing and handling of meat product have often 
driven cases of fraud in order to gain illegal profit. 
   The adulteration of meat is an issue of crucial importance for the consumers and 
even for healthy companies from an economic, religious, moral and nutritionally 
aspect. The correct choice of consumers should be based on factual information 
about the product they consume. For that to happen, proper labeling and 
traceability of meat and meat product is of high importance for the proper 
marketing of the product and for the well-informed choice by consumer. 
   Every year, large quantities of poultry meat are consumed. Thus, the adulteration 
of either meat or its products with cheaper or inferior quality meats pose a major 
problem in meat industry. Efficient analysis techniques are required in order to 
identify the kinds of meat for the favor of both the consumers and the responsible 
meat-traders. 
   In this study, molecular techniques were applied, with the use of molecular 
indicators of DNA sequences, for the qualitative and quantitative analysis of turkey 
meat in meat mixtures.  
    The kinds of meat used were turkey and chicken in various mixtures as well as 
beef and pork. This study was performed on mitochondrial DNA which had been 
isolated from muscle tissue of these species of meat. The techniques employed 
were the PCR and Real-time PCR. 
    Initially, a segment of the 12S rRNA gene for turkey was amplified, with the use of 
the PCR method, and it was verified that these specific primers do not cross-amplify 
sequences of other animal species. Subsequently, the concentration of primers 
ensuring the best reaction efficiency was determined. The lack of cross reactivity 
between turkey, chicken, pork, beef, was also verified by the means real time PCR, 
with the use of dye SYBR Green. Finally, Taqman probes were introduced in the 
method of real time PCR, and four different reference curves for the quantification 
of the unknown samples of DNA were created. 
    The results of the present study show that the establishment of reference curves 
for the quantification of the turkey DNA in unknown samples is feasible with the use 
of the 12S rRNA gene and the method of real time PCR. In addition this very method 
was deemed sufficient for the identification and detection of turkey meat present in 
meat mixtures, which makes it also a useful tool for monitoring the adulteration of 
meat products. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
1.1 Το κρέας ως διατροφικό προϊόν 
     Κρέας ονομάζουμε τα τμήματα ζωικών ιστών που καταναλώνουμε ως τροφή. 
Πιο συγκεκριμένα ως κρέας εννοούμε την μυϊκή μάζα των θερμόαιμων 
«ωφέλιμων» ζώων, θηλαστικών και πτηνών, στην οποία συμπεριλαμβάνονται οι 
μυϊκοί ιστοί, λίπος, συνδετικοί ιστοί, κλπ. 
      Ως προϊόντα κρέατος χαρακτηρίζονται τα τρόφιμα, τα οποία παρασκευάζονται 
από ζωικούς ιστούς, κατάλληλους για ανθρώπινη κατανάλωση με την εφαρμογή  
κατάλληλης τεχνολογίας, πολλά από τα οποία έχουν τοπικά ή εθνικά 
χαρακτηριστικά.  
Το κρέας αποτελείται από:  
 Νερό  
 Πρωτεΐνες. Η πρωτεΐνη του κρέατος είναι υψηλής βιολογικής αξίας, καθώς περιέχει 
μια πλήρη και καλά ισορροπημένη ποικιλία αμινοξέων, που αποτελούν τον θεμέλιο 
λίθο για την αύξηση και ανάπτυξη του οργανισμού. 
 Λίπη. Το λίπος του κρέατος αποτελείται από λιπίδια, φωσφολιπίδια, χοληστερόλη 
και λιπαρά οξέα και είναι πολύ σημαντική πηγή ενέργειας, κάποιων λιποδιαλυτών 
βιταμινών και απαραίτητων λιπαρών οξέων. Τα είδη των λιπαρών οξέων που 
υπάρχουν στο κρέας είναι σχεδόν ομοιόμορφα κατανεμημένα ανάμεσα σε 
κορεσμένα και μονοακόρεστα λιπαρά και μικρά ποσοστά πολυακόρεστων λιπαρών.  
 Υδατάνθρακες: γλυκογόνο, γλυκόζη, φωσφογλυκόζη 
 Ανόργανα συστατικά: Κάλιο, φώσφορος, ασβέστιο, σίδηρος, μαγνήσιο, νάτριο, 
χλώριο, μόλυβδος, θείο, χαλκός, ψευδάργυρος, σελήνιο, εύκολα  
αφομοιώσιμα από τον ανθρώπινο οργανισμό. 
    Ειδικότερα, το κρέας αποτελεί κύρια πηγή σιδήρου. Αν και ο σίδηρος υπάρχει σε 
αρκετά τρόφιμα, το κρέας και τα θαλασσινά είναι οι μόνες πηγές αιμικού σιδήρου. 
Αυτός ο τύπος σιδήρου απορροφάται από το σώμα πολύ πιο εύκολα απ’ ότι ο 
σίδηρος που υπάρχει στα λαχανικά και τα δημητριακά. Το ίδιο ισχύει και για τον 
ψευδάργυρο που υπάρχει στο κρέας.  Το κρέας είναι, επίσης, μια σημαντική πηγή 
σεληνίου. 
 Βιταμίνες: Θεωρείται από τις πιο αξιόλογες πηγές βιταμινών D και του 
συμπλέγματος  Β, κυρίως της Β12, που είναι ιδιαίτερα σημαντική, καθώς βρίσκεται 
κυρίως σε ζωικά προϊόντα (κρέας, γάλα και γαλακτοκομικά προϊόντα, αβγά και 
θαλασσινά).      
    Τα είδη κρέατος, διακρίνονται σε ερυθρά κρέατα (μοσχάρι-βοδινό, χοιρινό, 
αιγοπρόβειο) και σε λευκά κρέατα (πουλερικά). Βέβαια σε διάφορες χώρες, 
ανάλογα με τις τοπικές συνθήκες, μπορεί να καταναλώνονται και άλλα είδη 
κρεάτων, από εκτρεφόμενα ή μη ζώα. 
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1.2. Παγκόσμια κατανάλωση κρέατος 
Οι προτιμήσεις των καταναλωτών και η κατανάλωση κρέατος, επηρεάζεται από 
αρκετούς παράγοντες όπως: 
1) Η τιμή του κρέατος αλλά και οι τιμές των υποκατάστατων ή συμπληρωματικών 
προϊόντων κρέατος. 
2) Το βιοτικό επίπεδο και το εισόδημα των καταναλωτών. 
3) Τυποποίηση, είδος επεξεργασίας και εμφάνιση του κρέατος. 
4) Η αποτυπωμένη αντίληψη στον καταναλωτή για το βαθμό ικανοποίησης των 
προσδοκιών του από το μαγειρεμένο κρέας. 
5) Οι αντιλήψεις των καταναλωτών για τις επιδράσεις του κρέατος στην υγεία τους. 
6) Οι διαμορφούμενες κάθε φορά διαιτητικές συνήθειες του καταναλωτικού 
κοινού. 
7) Η μεταχείριση των ζώων μέχρι την σφαγή τους. 
8) Ο τρόπος εκτροφής των ζώων σε συνάρτηση με τις επιδράσεις στο περιβάλλον. 
9) Κοινωνικές, πολιτικές και θρησκευτικές πεποιθήσεις του καταναλωτικού κοινού. 
Σύμφωνα με στοιχεία της Οργάνωσης Τροφίμων και Γεωργίας του ΟΗΕ (FAO), τα 
οποία περιλαμβάνονται και στον «Άτλαντα του κρέατος», το 2012 παρήχθησαν 
περισσότεροι από 300 εκατομμύρια τόνοι κρέατος. 
     Σύμφωνα με την έκθεση του Οργανισμού Τροφίμων και Γεωργίας (FAO), μέχρι το 
2050 ο όλο και αυξανόμενος παγκόσμιος πληθυσμός θα καταναλώνει περισσότερη 
ζωική πρωτεΐνη απ’ ότι σήμερα, δημιουργώντας πίεση στους φυσικούς πόρους του 
πλανήτη. H κατανάλωση κρέατος αναμένεται να αυξηθεί σχεδόν 73% μέχρι το 2050 
ενώ αντίστοιχα η κατανάλωση γαλακτοκομικών προϊόντων θα αυξηθεί 58% (World 
Livestock 2011, Livestock in food security). 
     Η μέση κατά κεφαλήν κατανάλωση κρέατος ανέρχεται παγκοσμίως στα 42,5 κιλά 
το χρόνο που αντιπροσωπεύουν το 12,9% των θερμίδων που καταναλώνονται 
παγκοσμίως – 20,3%  στις αναπτυγμένες χώρες. Σύμφωνα με τον FAO το 2006 ένας 
μέσος κάτοικος αναπτυσσόμενης χώρας κατανάλωσε 30,7 κιλά κρέας ενώ το 2012 
ήταν ήδη 32,7 κιλά. Πρόκειται για μια αύξηση της τάξης του 7 %. Στις βιομηχανικές 
χώρες αντίθετα, η κατανάλωση κρέατος μειώθηκε το ίδιο διάστημα από τα 81 στα 
79 κιλά ανά άτομο. 
   
1.3. Παραγωγή και κατανάλωση κρέατος στην Ευρωπαϊκή Ένωση  
 
     Το έτος 2000, το σύνολο του ευρωπαϊκού ζωικού κεφαλαίου ανερχόταν σε 118 
εκατ. μονάδες ζωικού κεφαλαίου, συμπεριλαμβανομένων 300 εκατ. Πουλερικών, 
που ισοδυναμούν με 15 εκατ. μονάδες ζωικού κεφαλαίου, 13 % του συνόλου 
(Eurostat, 2003). Τα ζώα βοσκής (μηρυκαστικά και ιπποειδή), που ανέρχονταν σε 72 
εκατ., αποτελούσαν σχεδόν τα δύο τρίτα (61 %). 59 εκατ. βοοειδή αντιπροσώπευαν 
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από μόνα τους το ήμισυ του ζωικού κεφαλαίου. Οι χοίροι, που ανέρχονταν σε 30 
εκατ., αντιπροσώπευαν το ένα τέταρτο. 
 
Διάγραμμα 1.1. Κατανομή ζωικού κεφαλαίου στην Ε.Ε. σε Μ.Ζ.Κ για το έτος 2000.  
(Ευρωπαϊκή Επιτροπή, Γενική Δ/νση Γεωργίας,  2004. 
http://ec.europa.eu/agriculture/publi/fact/meat/2004_el.pdf) 
 
    Στην Ε.Ε., τα βοοειδή, οι χοίροι, τα αιγοπρόβατα  και τα πουλερικά αποτελούν 
τους κυριότερους τύπους κτηνοτροφικών εκμεταλλεύσεων  (μολονότι και άλλα είδη 
εκτροφών, όπως άλογα και κουνέλια, είναι επίσης σημαντικά σε ορισμένες χώρες). 
   Σύμφωνα με στοιχεία της Γενικής Διεύθυνσης Γεωργικής και Αγροτικής Ανάπτυξης 
της Ευρωπαϊκής Επιτροπής για το 2011 παρήχθησαν 7,9 εκατ. τόνοι  βόειου και 
μοσχαρίσιου κρέατος, 23 εκατ. τόνοι χοιρινού κρέατος, 985 χιλιάδες τόνοι 
αιγοπρόβειο κρέας και 12 εκατ. τόνοι κρέας πουλερικών.        
   Στην Ευρωπαϊκή Ένωση παράγονται πολλά κτηνοτροφικά προϊόντα και 
παρασκευάσματα που έχουν ως βάση το κρέας. Έτσι, εκτός από το γεγονός ότι 
συμβάλλουν στις βασικές διατροφικές ανάγκες του πληθυσμού, οι παραγωγοί 
κρέατος έχουν αναπτύξει  πολλά  τοπικά, επώνυμα  είδη  κρεατοσκευασμάτων  που 
προσθέτουν ιδιαίτερη και τοπική γεύση στα γεύματα.  
   Τις τελευταίες δεκαετίες, εξαιτίας του σύγχρονου τρόπου ζωής των πολιτών,  
αυξήθηκε σε σημαντικό βαθμό η κατανάλωση έτοιμων παρασκευασμάτων, ωμών ή 
μαγειρευμένων, με βάση το κρέας ή μίγματα κρεάτων. Για τα κρέατα και τα 
προϊόντα έτοιμων παρασκευασμάτων, με βάση το κρέας ή μιγμάτων αυτών, στα 
πλαίσια της Ευρωπαϊκής Ένωσης, έχουν αναπτυχθεί  συστήματα ελέγχου 
ποιότητας, ώστε να υποστηριχθούν σοβαρές προσπάθειες από την αλυσίδα 
παραγωγής και μεταποίησης κρέατος για τη βελτίωση της ποιότητας των 
προϊόντων όπως επίσης της σήμανσής και εμπορίας τους. Σκοπός όλων αυτών των 
συστημάτων ελέγχου είναι  η προστασία της υγείας των καταναλωτών, η 
προστασία από ενδεχόμενη εξαπάτησή τους, αλλά και να αποφευχθούν φαινόμενα 
αθέμιτου ανταγωνισμού. 
Βοοειδή; 50% 
Χοίροι; 25% 
Αιγοπρόβατα; 
10% 
Ιπποειδή; 
1,50% 
Πουλερικά; 
13% 
Λοιπά; 0,50% 
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   Στην Ε.Ε. καταναλώνονται ετησίως περίπου 35 εκατ. τόνοι διαφόρων ειδών 
κρέατος. Η ποσότητα αυτή αναλογεί περίπου, κατά μέσο όρο, σε 92 kg κατά 
κεφαλή ετησίως (συν 5 kg κατά κεφαλή βρώσιμων εντοσθίων). Η κατανάλωση 
κρέατος υπήρξε γενικά σταθερή ή αυξανόμενη συνολικά, τα τελευταία χρόνια. 
Ωστόσο, η διαπίστωση αυτή κρύβει σημαντικές τομεακές διακυμάνσεις. Οι 
πωλήσεις βόειου κρέατος επλήγησαν από την κρίση της σπογγώδους 
εγκεφαλοπάθειας των βοοειδών (ΣΕΒ-BSE) από το 1996, πλην όμως ανέκαμψαν 
μετά τη δεύτερη κρίση το 2000-2001. Η κατανάλωση χοιρινού  και κρέατος 
πουλερικών ευνοήθηκε σε κάποιο βαθμό από τη μείωση της ζήτησης βόειου 
κρέατος λόγω της ΣΕΒ.   
   Η κατανάλωση αιγοπρόβειου κρέατος επηρεάστηκε σημαντικά από την επιδημία 
αφθώδους πυρετού που εκδηλώθηκε το 2001 στο Ηνωμένο Βασίλειο (με 
περιστατικά επίσης στη Γαλλία, την Ιρλανδία και τις Κάτω Χώρες) και η παραγωγή 
έπεσε κατά 9,6 % περίπου το έτος αυτό. Στην Ε.Ε.  καταναλώνονται περίπου 1,4 
εκατ. τόνοι αιγοπρόβειου κρέατος ετησίως. Το κρέας των αιγοπροβάτων τυγχάνει 
ιδιαίτερης εκτίμησης από τους καταναλωτές λόγω του φυσικού τρόπου εκτροφής 
των ζώων αυτών, της γεύσης του και της ποικιλίας των τεμαχίων που είναι 
διαθέσιμα, χαρακτηριστικά που παρέχουν τη δυνατότητα πολλών χρήσεων του 
κρέατος αυτού. Eπίσης, παίζει σημαντικό ρόλο σε ιδιαίτερες εορταστικές 
εκδηλώσεις στις χώρες της Ε.Ε. και η κατανάλωσή του παρουσιάζει εποχιακές 
αιχμές, επειδή συνδέεται συχνά με ειδικές εορταστικές εκδηλώσεις όπως είναι το 
Πάσχα, τα Χριστούγεννα και άλλου είδους εορτές  έχοντας ιδιαίτερη επίδραση στα 
εποχικά πρότυπα παραγωγής, τιμών και εισαγωγών. 
 
1.4. Παραγωγή και κατανάλωση κρέατος στην Ελλάδα 
Το έτος 2010, η παραγωγή  κρέατος ανά είδος ζώου εκτροφής, φαίνεται στο 
παρακάτω διάγραμμα : (οι ποσότητες είναι σε τόνους) 
 
Βοοειδή (13%); 
57320 
Αιγοπρόβατα 
(22%); 104497 
Χοίροι (24%); 
111795 
Πουλερικά 
(40%); 186581 
Κουνέλια (1%); 
3570 
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Διάγραμμα 1.3. Ζωική παραγωγή κρέατος ανά είδος ζώου για το 2010. 
(Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης & Τροφίμων. Γενική Διεύθυνση Ζωικής 
Παραγωγής. Αθήνα 2011. Νομαρχιακές Αυτοδιοικήσεις Δ/νσεις Αγροτικής 
Ανάπτυξης, 2010-εκτίμηση) 
 
    Η εξέλιξη της εγχώριας παραγωγής κρέατος ανά κατηγορία για την περίοδο 1988-
2008, σύμφωνα με δημοσιευμένα στοιχεία του Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης & 
Τροφίμων (ΥΠΑΑΤ), απεικονίζεται στο Διάγραμμα 1.4. 
 
 
Διάγραμμα 1.4. Εξέλιξη εγχώριας παραγωγής ανά κατηγορία κρέατος (1988-2008) 
(Πηγή: Επεξεργασμένα στοιχεία ΥΠΑΑΤ, Στατιστικές Χρονολογικές Σειρές, Ζωική 
Παραγωγή, Κρέας. ICAP, 2007. Κλαδική Μελέτη, Κρέας. Αθήνα 2007.  
http://library.aua.gr/icap/kreas%202007.pdf) 
 
     Φαίνεται ότι το βόειο κρέας παρουσιάζει φθίνουσα πορεία. Την ίδια πτωτική 
τάση φαίνεται να ακολουθούν το αιγοπρόβειο και χοιρινό κρέας. Αντίθετα το κρέας 
των πουλερικών αν και παρουσιάζει έντονες αυξομειώσεις ωστόσο συνολικά 
εμφανίζει ανοδική τάση παραγωγής. Φαίνεται ότι το κρέας πουλερικών έχει το 
μεγαλύτερο ποσοστό συνολικής παραγωγής κρέατος με 33,35% περίπου κατά μέσο 
όρο, με μοναδική εξαίρεση το 1988 όπου προηγείται το χοιρινό. Παρατηρούμε 
επίσης ότι αξιόλογα ποσοστά παραγωγής κατέχουν το χοιρινό (27,98%) και το 
αιγοπρόβειο (24,91%) κρέας, έναντι του βόειου, που βρίσκεται στην τελευταία 
θέση κατάταξης (13,77%). 
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    H εξέλιξη της εγχώριας κατανάλωσης κρέατος για τις τέσσερις κατηγορίες 
κρέατος για την περίοδο 1988-2006 σύμφωνα με την κλαδική μελέτη της ICAP 
(2007), φαίνεται στο Διάγραμμα 1.5. 
  Η προτίμηση των Ελλήνων καταναλωτών σε βόειο κρέας παρουσιάζει διαχρονικά 
έντονες διακυμάνσεις και σε γενικές γραμμές έχει αύξουσα πορεία, φτάνοντας το 
2006 στους 185,5 χιλ. τόνους κατανάλωσης. Το ίδιο παρατηρείται για την 
κατανάλωση κρέατος πουλερικών και χοιρινού. Η κατανάλωση αιγοπρόβειου 
κρέατος, παραμένει σχεδόν σταθερή κατά την υπό εξέταση χρονική περίοδο. Οι 
έντονες μεταβολές στη κατανάλωση και η μεταστροφή της ζήτησης από το ένα 
είδος κρέατος στο άλλο σχετίζεται, είτε με την εκδήλωση διάφορων διατροφικών 
κρίσεων, είτε με αλλαγές στις διατροφικές συνήθειες, είτε με διαφορές στις τιμές 
πώλησης μεταξύ των διαφόρων ειδών κρέατος, είτε με διάφορους κοινωνικούς και  
οικονομικούς παράγοντες, ή συνδυασμός των παραπάνω, που στη συνέχεια 
επηρεάζουν τις καταναλωτικές προτιμήσεις.   
 
 
Διάγραμμα 1.5. Εξέλιξη της εγχώριας κατανάλωσης ανά κατηγορία κρέατος 
(1988-2006)  
(Πηγή: Επεξεργασμένα στοιχεία ICAP, 2007. Κλαδική Μελέτη, Κρέας. Αθήνα 2007. 
http://library.aua.gr/icap/kreas%202007.pdf) 
 
    Είναι εμφανές πως το χοιρινό κρέας καταλαμβάνει το μεγαλύτερο μερίδιο 
κατανάλωσης στο σύνολο του κρέατος σε όλη την χρονική περίοδο με εξαίρεση τα 
έτη 1989,1990  που προηγείται το βόειο κρέας. 
Παρατηρούμε επίσης ότι, ενώ μέχρι και το 1999, τη δεύτερη θέση στις προτιμήσεις 
κατανάλωσης έρχεται το βόειο κρέας, από το 2000 τη θέση αυτή κατέχει το κρέας 
των πουλερικών, που αν και παρουσιάζει διακυμάνσεις, η κατανάλωση του τελικά 
εμφανίζει ανοδική πορεία. 
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Η κατανάλωση  αιγοπρόβειου κρέατος εμφανίζεται σταθερά στην τελευταία θέση. 
    Από τα προηγούμενα εύκολα διαπιστώνεται ότι η εγχώρια παραγωγή κρέατος 
δεν επαρκεί να ικανοποιήσει την ζήτηση της συνεχώς διευρυνόμενης αγοράς και ως 
εκ τούτου το έλλειμμα καλύπτεται με εισαγωγές κρέατος κυρίως από την 
Ευρωπαϊκή Ένωση αλλά και από τρίτες χώρες. Μάλιστα το ποσοστό της εγχώριας 
παραγωγής κρέατος σε σχέση με την κατανάλωση συνεχώς μειώνεται με 
αποτέλεσμα την συνεχή αύξηση των εισαγωγών κρέατος και κρεατοσκευασμάτων.   
   Αναλυτικότερα, όπως φαίνεται και από το Διάγραμμα 1.6 ο βαθμός αυτάρκειας 
τόσο για το βόειο όσο και για το χοιρινό κρέας μειώνεται συνεχώς (από 43,04% 
έπεσε στο 33,25% το 2006 για το βόειο και από 75% στο 38% περίπου για το 
χοιρινό), απόρροια αφενός της πτωτικής τάσης παραγωγής και αφετέρου της 
αύξησης της κατανάλωσης των συγκεκριμένων προϊόντων.  
     Για το αιγοπρόβειο κρέας φαίνεται ότι η Ελληνική αγορά παρουσιάζεται 
αυτάρκης, αγγίζοντας το 90% περίπου σε βαθμό αυτάρκειας, με την επιφύλαξη 
βέβαια, ότι είχαν παρατηρηθεί φαινόμενα «Ελληνοποίησης» σε σημαντικό βαθμό, 
αφού γίνονταν μεγάλες εισαγωγές ζώντων ζώων, κυρίως αμνοερίφια που αρχικά 
εκτρέφονταν για σύντομο χρονικό διάστημα και στην συνέχεια διοχετεύονταν στην 
αγορά ως εγχώριας παραγωγής. 
    Όσον αφορά στο κρέας των πουλερικών, ο βαθμός αυτάρκειας κυμαίνεται σε 
σημαντικά υψηλά επίπεδα, αγγίζοντας το 94% για την περίοδο 1988-1993. Για την 
περίοδο 1994-2006 παρατηρείται μείωση του βαθμού αυτάρκειας που οφείλεται  
κυρίως στην αύξηση της ζήτησης και κατανάλωσης κρέατος πουλερικών που όμως 
δεν συνοδεύτηκε από ανάλογη αύξηση της εγχώριας παραγωγής, με αποτέλεσμα 
να γίνουν  σημαντικές εισαγωγές κρέατος και διάφορων τύπων 
κρεατοσκευασμάτων για την ικανοποίηση των αναγκών της εγχώριας αγοράς. 
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Διάγραμμα 1.6. Εξέλιξη βαθμού αυτάρκειας (%) ανά κατηγορία κρέατος (1988-
2006)  
(Πηγή: Επεξεργασμένα στοιχεία ΥΠΑΑΤ, Στατιστικές Χρονολογικές Σειρές, Ζωική 
Παραγωγή, Κρέας.  ICAP, 2007.  Κλαδική Μελέτη, Κρέας. Αθήνα 2007. 
http://library.aua.gr/icap/kreas%202007.pdf)  
 
  Όπως συμβαίνει στην Ευρωπαϊκή Ένωση έτσι και στην εγχώρια αγορά τις 
τελευταίες δεκαετίες, εξαιτίας του σύγχρονου τρόπου ζωής των πολιτών, αυξήθηκε 
σε σημαντικό βαθμό η κατανάλωση έτοιμων παρασκευασμάτων, ωμών ή 
μαγειρευμένων, με βάση το κρέας ή μίγματα κρεάτων. Αυτή η κατηγορία 
προϊόντων με βάση το κρέας είτε είναι εισαγόμενα είτε εγχώριας παραγωγής, 
πλέον παράγεται σε βιομηχανική βάση, ενώ δεν είναι σπάνιες οι περιπτώσεις 
εξαπάτησης των καταναλωτών, γι’ αυτό  και έχουν θεσπιστεί σε ευρωπαϊκό αλλά 
και σε  εθνικό επίπεδο συστήματα ελέγχου ποιότητας και ασφάλειας σε όλα τα 
στάδια από την παραγωγή μέχρι την τελική κατανάλωση των προϊόντων. Επιπλέον, 
όλη η εθνική νομοθεσία που διέπει όλα τα στάδια από την παραγωγή μέχρι την 
κατανάλωση των προϊόντων κρέατος και παρασκευασμάτων κρέατος έχει 
εναρμονισθεί με τις κοινοτικές οδηγίες για αποτελεσματικότερο έλεγχο της αγοράς 
κρέατος. 
   Όλα τα παραπάνω συστήματα έχουν στόχο τη βελτίωση της ποιότητας των 
σφαγίων και του κρέατος και την εξασφάλιση των υψηλότερων δυνατών προτύπων 
υγιεινής που πρέπει να συνοδεύονται από πληροφορίες προς τους καταναλωτές 
έτσι ώστε οι τελευταίοι να είναι σε θέση να γνωρίζουν με ακρίβεια τι είδους κρέας 
αγοράζουν. 
 
1.5. Πτηνοτροφία - Πουλερικά 
Το κρέας των πουλερικών προέρχεται από διάφορα είδη οικόσιτων πτηνών όπως 
κοτόπουλα (Gallus gallus domesticus), γαλοπούλες (Meleagris gallopavo), χήνες 
(Anser anser), πάπιες (Anas sp), φραγκόκοτες (Numida meleagris), και 
στρουθοκάμηλοι (Struthio camelus). Ωστόσο, οι μεγαλύτερες ποσότητες 
παράγονται από τα κοτόπουλα, καλύπτοντας το 70% της παραγωγής της Ε.Ε., και 
ακολουθεί το κρέας γαλοπούλας με 20%. 
Τα κυριότερα χαρακτηριστικά της εκτροφής και παραγωγής κρέατος πουλερικών 
είναι: 
- Το κόστος της διατροφής και παραγωγής αποτελεί με μεγάλη διαφορά το 
σημαντικότερο συγκριτικό πλεονέκτημα της παραγωγής κρέατος πουλερικών.  
- Ο πληθυσμός των πτηνών, και οι διαθέσιμες ποσότητες κρέατος πουλερικών, 
μπορεί να αυξηθεί πάρα πολύ γρήγορα.  
- Ο κύκλος αναπαραγωγής είναι μικρός με αποτέλεσμα να έχουμε πολλούς 
αναπαραγωγικούς κύκλους σε ένα έτος και γρήγορη αναπλήρωση του ζωικού 
κεφαλαίου.  
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- Ικανότητα προσαρμογής σε τεχνικές συνθήκες εκτροφής. 
- Άμεση υιοθέτηση των αποτελεσμάτων της επιστήμης και της τεχνολογίας  στους 
τομείς της γενετικής, διατροφής και υγιεινής. 
   Τα τελευταία χρόνια, αυξήθηκε σημαντικά η κατανάλωση κρέατος πουλερικών, 
κυρίως εξαιτίας της ανταγωνιστικότητας της τιμής σε σχέση με άλλα είδη κρέατος, 
των ανησυχιών των καταναλωτών αναφορικά με άλλα είδη κρέατος, αλλά και  την 
υιοθέτηση εκ μέρους των καταναλωτών πιο υγιεινής διατροφής, ανάγκη την οποία 
εκπληρώνουν τα πουλερικά με το κρέας τους που εμφανίζει χαμηλότερα ποσοστά 
περιεκτικότητας σε λίπη και χοληστερόλη. 
 
 
 
2. Επισήμανση και ιχνηλασιμότητα κρέατος. 
2.1 Γενικά 
 Στο προηγούμενο κεφάλαιο φάνηκε ότι ο τομέας της κτηνοτροφίας και του 
κρέατος αποτελεί έναν από τους βασικότερους τομείς γεωργικής παραγωγής στην 
Ευρωπαϊκή Ένωση που στη συνέχεια στηρίζει έναν αρκετά σημαντικό αριθμό  
επιχειρήσεων επεξεργασίας και μεταποίησης καθώς και εμπορίας κρέατος και 
κρεατοπαρασκευασμάτων. Από την άλλη, το κρέας αποτελεί εδώ και πολλά χρόνια 
σημαντικό μέρος του ευρωπαϊκού τρόπου διατροφής, τοποθετώντας το πολύ ψηλά 
στις προτιμήσεις των καταναλωτών, προσφέροντας μια υψηλής ποιότητας πηγή 
θρεπτικών συστατικών για την κάλυψη των διατροφικών αναγκών των.  
   Η πολύ υψηλή ζήτηση και τα οικονομικά μεγέθη λοιπόν που συνδέονται με την 
γενικότερη αγορά του κρέατος  και των παρασκευασμάτων με βάση το κρέας είναι 
ανάλογα πολύ μεγάλα. Έτσι δεν λείπουν οι περιπτώσεις όπου, επιχειρήσεις  που 
δραστηριοποιούνται σε οποιοδήποτε στάδιο, από την παραγωγή μέχρι την 
κατανάλωση, κρέατος και προϊόντων κρέατος, να διαπράττουν νοθείες και να 
εξαπατούν, εφαρμόζοντας αθέμιτο ανταγωνισμό μεταξύ ομοειδών επιχειρήσεων,  
επιζητώντας να κερδοσκοπήσουν σε βάρος της ασφάλειας και της υγιεινής των 
καταναλωτών, αλλά και σε βάρος του υγιούς ανταγωνισμού.  
  Πρόσφατες περιπτώσεις νοθείας και απάτης αλλά και οι μη ορθές πρακτικές που 
εσκεμμένα εφαρμόστηκαν  από ορισμένους παραγωγούς ή επιχειρήσεις κρέατος 
και  προϊόντων κρέατος ήταν η διοχέτευση στην αγορά σφαγίων κρέατος από 
βοοειδή με σπογγώδη εγκεφαλοπάθεια, πουλερικών με γρίπη των πτηνών, σφάγια 
μολυσμένα με  σαλμονέλα, η αδήλωτη αντικατάσταση κρέατος αλόγου σε προϊόντα 
βοδινού κρέατος κ.α.   
   Έτσι από πολύ παλιά έχει αναπτυχθεί τόσο σε εθνικό, κοινοτικό όσο και σε 
διεθνές επίπεδο (Π.Ο.Ε) σειρά νομοθετημάτων με σκοπό την αποτροπή 
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περιπτώσεων απάτης στο τομέα του κρέατος και των προϊόντων του, αλλά και 
γενικότερα στα τρόφιμα. Απάτη στον τομέα των τροφίμων διαπράττεται όταν ένα 
τρόφιμο κυκλοφορεί σκόπιμα στην αγορά με πρόθεση το οικονομικό κέρδος μέσω 
της εξαπάτησης των καταναλωτών, με πιθανές επιπτώσεις στην υγεία τους, αλλά 
και την εγκατάσταση στην αγορά συστήματος αθέμιτου ανταγωνισμού μεταξύ των 
επιχειρήσεων. (Everstine et al., 2013)  
   Η νομοθεσία αυτή που διέπει την παραγωγή, επεξεργασία και εμπορία νωπού 
κρέατος, αλλά και επεξεργασμένων προϊόντων με βάση το κρέας, έχει ως σκοπό τη     
βελτίωση της ποιότητας των σφαγίων και του κρέατος και την εξασφάλιση των 
υψηλότερων δυνατών προτύπων υγιεινής, που πρέπει να συνοδεύονται από 
πληροφορίες προς τους καταναλωτές έτσι ώστε οι τελευταίοι να είναι σε θέση να 
γνωρίζουν με ακρίβεια τι είδους κρέας αγοράζουν. Σε αρκετές περιπτώσεις στο 
παρελθόν οι καταναλωτές είχαν ανησυχήσει για την ποιότητα των κρεάτων και των 
προϊόντων του ώστε άρχισαν να ενδιαφέρονται, να  επιθυμούν ή και να απαιτούν 
να γνωρίζουν περισσότερα σε σχέση με την προέλευση και κατ’ επέκταση για την 
ποιότητα του προϊόντος ενώ παράλληλα έχουν την πρόθεση και να πληρώσουν και 
πιο πάνω από την αξία γνωρίζοντας για την ποιότητα και την προέλευση του 
κρέατος. Το γεγονός αυτό μπορεί να προσθέσει επιπλέον αξία στο προϊόν και να 
δώσει τη δυνατότητα στον παραγωγό να επιτύχει καλύτερη τιμή από την αγορά. Η 
Ε.Ε. παρέχει περαιτέρω δυνατότητα στους παραγωγούς να προσθέσουν αξία στα 
προϊόντα τους με βάση το κρέας, μέσω σημάτων ποιότητας που καθίστανται 
διαθέσιμα στο πλαίσιο του συστήματος για την ανάπτυξη και προστασία των 
τροφίμων.  
   Η ενημερωτική επισήμανση και οι εγγυήσεις ότι η προέλευση του κρέατος είναι 
δυνατόν να ανιχνευθεί μέσω της αλυσίδας διατροφής μέχρι την εκμετάλλευση 
έχουν συνεπώς ουσιαστική σημασία. Ο προσδιορισμός της ταυτότητας των ζώων 
συνδέεται με την ιχνηλασιμότητα και αποτελεί επίσης βασικό στοιχείο της 
στρατηγικής της Ε.Ε. για τον έλεγχο των νόσων των ζώων. Για τους λόγους αυτούς, η 
Ε.Ε. εισήγαγε σειρά μέτρων για τη βελτίωση της επισήμανσης του κρέατος, την 
εγγύηση της ποιότητας και την ιχνηλασιμότητα. Οι ενέργειες αυτές έγιναν με 
διαφορετικούς ρυθμούς ανάλογα με τον τύπο του κρέατος. 
   Η αυθεντικότητα των τροφίμων, η οποία είναι τμήμα της ιχνηλασιμότητας, 
αποτελείται από την ταυτοποίηση των συστατικών των τροφίμων η οποία 
επιβεβαιώνει την συμμόρφωση με την επισήμανση των τροφίμων ώστε να 
αποφευχθεί η απάτη σε βάρος των καταναλωτών και των υγιών επιχειρήσεων. 
  Η σχέση και η αλληλεπίδραση των μεθόδων της επισήμανσης, της ταυτοποίησης, 
και της ιχνηλασιμότητας των τροφίμων, προς την κατεύθυνση της βελτίωσης της 
ποιότητας του κρέατος και των προϊόντων του, της ενημέρωσης των καταναλωτών, 
αλλά και στη συμβολή τους ενάντια στη νοθεία και στην απάτη των τροφίμων, είναι 
αρκετά σημαντική, ώστε στη συνέχεια θα γίνει προσπάθεια περαιτέρω ανάλυσης.  
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Εικόνα 2.1.  Απεικόνιση της σχέσης της ιχνηλασιμότητας και προϊόντων κρέατος. 
(http://www.baxtek.com/software/scoringag/index.php) 
 
2.2 Επισήμανση κρέατος και προϊόντων με βάση το κρέας 
 
   Για πρώτη φορά η Ε.Ε με τον Καν. (ΕΚ) 178/2002 άρθρο 18, θεσπίζει ρητά την 
υποχρέωση των υπεύθυνων επιχειρήσεων τροφίμων να διατηρούν συστήματα και 
διαδικασίες επισήμανσης  στα τρόφιμα και στο κρέας ειδικότερα. Ο Κανονισμός 
(ΕΚ)178/2002 καθορίζει τις γενικές αρχές και απαιτήσεις της Νομοθεσίας 
Τροφίμων, προδιαγράφει γενικές διαδικασίες που αφορούν στην ασφάλεια 
τροφίμων και θεσπίζει τη δημιουργία της Ευρωπαϊκής Αρχής Ασφάλειας 
Τροφίμων (EFSA). 
    Σύμφωνα με τον Καν (ΕΚ) 178/2002 του Ευρωπαϊκού Κοινοβουλίου και του 
Συμβουλίου, της 28ης Ιανουαρίου 2002, θα πρέπει, για τα τρόφιμα να παρέχονται 
ουσιαστικές πληροφορίες ώστε οι καταναλωτές να μπορούν να επιλέγουν ενήμεροι 
τα τρόφιμα που καταναλώνουν και να εμποδίζονται οποιεσδήποτε άλλες πρακτικές 
που ενδέχεται να παραπλανήσουν τον καταναλωτή. 
   Παρόλα αυτά η πληθώρα των Κοινοτικών Νομοθετικών Κειμένων κατέδειξε την 
ανάγκη για απλοποίηση και επικαιροποίηση του παράγωγου κοινοτικού δικαίου με 
στόχο την ολοκληρωμένη προσέγγιση της παραγωγής τροφίμων «από τη φάρμα 
στο τραπέζι». 
   Έτσι την 1 /1/2003 τέθηκε σε ισχύ η οδηγία 2000/13/ΕΚ , σύμφωνα με την οποία 
αποσαφηνίζονται και επικαιροποιούνται όλες οι διαδικασίες επισήμανσης των 
τροφίμων, με σκοπό να γίνει περισσότερο αυστηρός ο ορισμός του όρου «κρέας» 
για την επισήμανση των προϊόντων με βάση το κρέας. Σύμφωνα μ’ αυτήν,  με τον 
όρο "επισήμανση" εννοούνται: «οι μνείες, ενδείξεις, εμπορικά ή βιομηχανικά 
σήματα, εικόνες ή σύμβολα που αναφέρονται σ' ένα τρόφιμο και φέρονται σε κάθε 
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συσκευασία, έγγραφο, πινακίδα, ετικέτα, δακτύλιο ή περιλαίμια που συνοδεύουν ή 
αναφέρονται στο τρόφιμο αυτό»·  
   Στο  Άρθρο 2, προβλέπεται ότι:  
1. Η επισήμανση και οι τρόποι σύμφωνα με τους οποίους πραγματοποιείται δεν 
πρέπει: 
α) να είναι φύσεως τέτοιας, ώστε να οδηγεί σε πλάνη τον αγοραστή, ιδίως: 
i) ως προς τα χαρακτηριστικά του τροφίμου και ιδίως τη φύση, την ταυτότητα, τις 
ιδιότητες, την σύνθεση, την ποσότητα, τη διατηρησιμότητα, την καταγωγή ή 
προέλευση, τον τρόπο παρασκευής ή λήψεως, 
ii) με την απόδοση στο τρόφιμο αποτελεσμάτων ή ιδιοτήτων που δεν έχει, 
iii) με τον υπαινιγμό ότι το τρόφιμο έχει ιδιαίτερα χαρακτηριστικά, ενώ στην 
πραγματικότητα όλα τα παρόμοια τρόφιμα έχουν αυτά τα ίδια χαρακτηριστικά· 
β) με την επιφύλαξη των κοινοτικών διατάξεων σχετικά με τα φυσικά μεταλλικά 
νερά και με τα τρόφιμα ειδικής διατροφής, να αποδίδει σε τρόφιμο ιδιότητες 
πρόληψης, αγωγής και θεραπείας οποιασδήποτε ανθρώπινης ασθένειας ή να 
επικαλείται τις ιδιότητες αυτές. 
2. Το Συμβούλιο, σύμφωνα με τη διαδικασία που προβλέπεται στο άρθρο 95 της 
συνθήκης συντάσσει κατάλογο, επιδεχόμενο περαιτέρω διεύρυνση, στον οποίο 
περιέχονται αναφορές των οποίων η χρήση, κατά την έννοια της παραγράφου 1, 
πρέπει να απαγορευθεί ή να περιορισθεί. 
3. Οι απαγορεύσεις ή οι περιορισμοί που προβλέπονται στις παραγράφους 1 και 2 
εφαρμόζονται επίσης: 
α) στην παρουσίαση των τροφίμων και ιδίως στο σχήμα ή στην όψη που δίνεται σ' 
αυτά ή στη συσκευασία τους, στο υλικό συσκευασίας που χρησιμοποιήθηκε, στον 
τρόπο που είναι επεξεργασμένα καθώς επίσης και στο χώρο εκθέσεώς τους, 
β) στη διαφήμιση. 
Το  Άρθρο 3 διευκρινίζει ότι: 
1. Η επισήμανση των τροφίμων περιλαμβάνει, σύμφωνα με τους όρους και υπό την 
επιφύλαξη των παρεκκλίσεων που προβλέπονται στα άρθρα 4 έως 17, τις 
ακόλουθες υποχρεωτικές ενδείξεις: 
1. την ονομασία πωλήσεως· 
2. τον κατάλογο των συστατικών· 
3. την ποσότητα ορισμένων συστατικών ή κατηγοριών συστατικών σύμφωνα με τις 
διατάξεις του άρθρου 7· 
4. την καθαρή ποσότητα, για τα προσυσκευασμένα τρόφιμα· 
5. την ημερομηνία ελάχιστης διατηρισιμότητας ή στην περίπτωση των τροφίμων 
που είναι μικροβιολογικώς εξαιρετικά αλλοιώσιμα, την τελική ημερομηνία 
ανάλωσης· 
6. τις ιδιαίτερες συνθήκες διατηρήσεως και χρήσεως· 
7. το όνομα ή την εμπορική επωνυμία και τη διεύθυνση του κατασκευαστή ή του 
συσκευαστή ενός πωλητή εγκατεστημένου σε χώρα-μέλος της Ε.Ε.    Σε ότι αφορά 
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το κρέας και τα προϊόντα με βάση το κρέας προέβλεπε την υποχρεωτική αναγραφή 
καταγωγής μόνο για το βόειο κρέας. 
   Την 11/5/2005 εκδόθηκε η οδηγία 2005/29/ΕΚ του Ευρωπαϊκού Κοινοβουλίου και 
του Συμβουλίου, που αφορά  τις αθέμιτες εμπορικές πρακτικές των επιχειρήσεων 
προς τους καταναλωτές στην εσωτερική αγορά της ΕΕ. 
Οι στόχοι του συστήματος είναι: να ενθαρρυνθεί η διαφοροποίηση της γεωργικής 
παραγωγής, να προστατευθούν οι ονομασίες προϊόντων έναντι της κατάχρησης και 
της αντιγραφής και να βοηθηθούν οι καταναλωτές με την παροχή πληροφοριών 
όσον αφορά τον ειδικό χαρακτήρα  των προϊόντων. 
Μέχρι την 12η Δεκεμβρίου 2014 οι επιχειρήσεις μπορούν να διαθέτουν στην 
αγορά προϊόντα των οποίων η επισήμανση, παρουσίαση & διαφήμιση 
συμμορφώνεται με την οδηγία 2000/13/ΕΚ, σχετικά με τους γενικούς όρους 
επισήμανσης, παρουσίασης και διαφήμισης τροφίμων και την οδηγία 90/496/ΕΟΚ, 
σχετικά με την επισήμανση των τροφίμων όσον αφορά τις τροφικές ιδιότητες. 
Από την 13η Δεκεμβρίου 2014 θα εφαρμόζεται υποχρεωτικά η νέα νομοθεσία της 
Ένωσης σχετικά με την παροχή πληροφοριών για τα τρόφιμα στους καταναλωτές, η 
οποία ενοποιεί (και καταργεί πλέον) τις ανωτέρω δύο Οδηγίες (2000/13/ΕΚ & 
90/496/ΕΟΚ) σε μια νομοθεσία, τον Κανονισμό (ΕΕ) αριθ. 1169/2011,  με τον οποίο 
θεσπίζονται οι γενικές αρχές, οι απαιτήσεις και οι υποχρεώσεις που διέπουν τις 
πληροφορίες για τα τρόφιμα και ειδικότερα η γενική και διατροφική επισήμανση. 
Με τον τελευταίο πλέον Κανονισμό (ΕΕ) αριθ. 1169/2011  τονίζεται ιδιαίτερα ότι: 
  -Προκειμένου να επιτευχθεί υψηλό επίπεδο προστασίας της υγείας των 
καταναλωτών και να εξασφαλισθεί το δικαίωμά τους για πληροφόρηση, θα πρέπει 
να διασφαλισθεί ότι οι καταναλωτές είναι κατάλληλα ενημερωμένοι όσον αφορά 
τα τρόφιμα που επιλέγουν να καταναλώσουν.     
-Το συμφέρον του καταναλωτικού κοινού εξυπηρετείται από τη σχέση μεταξύ 
διατροφής και υγείας και την επιλογή κατάλληλης διατροφής που να 
ανταποκρίνεται στις ατομικές ανάγκες. Στη λευκή βίβλο της Επιτροπής της 30ής 
Μαΐου 2007 για μια Ευρωπαϊκή Στρατηγική για θέματα υγείας που έχουν σχέση με 
τη Διατροφή, σημειώνεται ότι η διατροφική επισήμανση αποτελεί μια σημαντική 
μέθοδο για την πληροφόρηση των καταναλωτών σχετικά με τη σύνθεση των 
τροφίμων, ώστε να τους βοηθά να επιλέγουν ενήμεροι. Η γνώση των βασικών 
αρχών διατροφής και οι κατάλληλες διατροφικές πληροφορίες στα τρόφιμα θα 
συμβάλουν σημαντικά στο να μπορεί ο καταναλωτής να κάνει τις επιλογές του 
ενήμερος.  
   -Προκειμένου να ενισχυθεί η ασφάλεια δικαίου και να κατοχυρωθούν η 
ορθολογικότητα και η συνεκτικότητα της εφαρμογής, είναι σκόπιμο να 
καταργηθούν οι οδηγίες 90/496/ΕΟΚ και 2000/13/ΕΚ και να αντικατασταθούν με 
ενιαίο κανονισμό, που θα κατοχυρώνει τη βεβαιότητα για τους καταναλωτές και 
για τους άλλους ενδιαφερόμενους και θα μειώνει τον διοικητικό φόρτο.  
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   -Με τον κανονισμό (ΕΕ) αριθ. 1169/2011 προβλέπεται πλέον Υποχρεωτική  
αναγραφή της καταγωγής και για τα υπόλοιπα είδη κρέατος. 
 
 
2.3 Ιχνηλασιμότητα των τροφίμων 
 
Σύμφωνα με την πρόσφατη συμφωνία στην CODEX ALIMENTARIUS (2004) η 
ιχνηλασιμότητα ορίζεται επίσημα ως «Η ικανότητα παρακολούθησης της 
διακίνησης ενός τροφίμου κατά τις ειδικές φάσεις παραγωγής, επεξεργασίας και 
διανομής» 
    Η ιχνηλασιμότητα συνδέει τα υλικά παραγωγής με την προέλευσή τους, τις 
διαδικασίες επεξεργασίας, τη διανομή και τη διάθεση στον τελικό πελάτη. Θα 
πρέπει να πούμε ότι η ιχνηλασιμότητα από μόνη της δεν αποτελεί εγγύηση για την 
ασφάλεια των τροφίμων, αλλά είναι ένα βασικό εργαλείο για τη διαχείριση της 
επικινδυνότητας, που συμβάλλει στην αντιμετώπιση προβλημάτων σχετικών με την 
ασφάλεια των τροφίμων. Στόχοι της ιχνηλασιμότητας, οι οποίοι σχετίζονται με την 
ασφάλεια των τροφίμων, είναι η γρήγορη και εύκολη διάγνωση ενός προβλήματος, 
ο εντοπισμός  των ένοχων παρτίδων στη διατροφική αλυσίδα, η στοχοθετημένη και 
ακριβής ενημέρωση των καταναλωτών για τα προϊόντα που εγκυμονούν κινδύνους, 
η συλλογή στοιχείων σχετικά με επιπτώσεις στην ανθρώπινη υγεία ώστε να 
αξιολογηθεί η επικινδυνότητα από τις επιχειρήσεις τροφίμων και τις αρμόδιες 
αρχές και τέλος η οριοθέτηση της ευθύνης των εμπλεκομένων επιχειρήσεων. Η 
ιχνηλασιμότητα σχετίζεται και με στόχους εκτός της ασφάλειας τροφίμων, όπως 
στην εξασφάλιση δίκαιου εμπορίου μεταξύ των επιχειρήσεων και στην αξιοπιστία 
των πληροφοριών που διατίθενται στους καταναλωτές.  
   Στην πράξη ένα σύστημα ιχνηλασιμότητας είναι ένα ολοκληρωμένο σύστημα 
ταυτοποίησης, βασικός στόχος του οποίου είναι η δημιουργία μιας δυναμικής 
ταυτότητας για κάθε προϊόν, σε κάθε στάδιο της εφοδιαστικής αλυσίδας (από το 
‘χωράφι’ στο ‘ράφι’) (Shackell, 2008; Fajardo et al., 2010). Η ταυτότητα αυτή έχει τη 
μορφή ενός κωδικού πάνω στο προϊόν, καθώς και ενός αρχείου με πληροφορίες για 
το ιστορικό του προϊόντος και των συστατικών του, τόσο στα προηγούμενα και στα 
επόμενα στάδια της αλυσίδας (διαδοχική ιχνηλασιμότητα) όσο και στο τρέχον 
στάδιο (εσωτερική ιχνηλασιμότητα). Το σύστημα ιχνηλασιμότητας εμπεριέχει 
δεδομένα που δίνει τη δυνατότητα πραγματοποίησης και των δυο τύπων 
ιχνηλασιμότητας: 
-Προς τα εμπρός (Downstream) ιχνηλασιμότητα: ξεκινώντας από μια συγκεκριμένη 
παρτίδα πρώτης ύλης (Lot), να φτάσουμε στον εντοπισμό όλων των παρτίδων των 
τελικών προϊόντων που παρήχθησαν, καθώς και ο προσδιορισμός του τελικού 
σημείου διάθεσης  
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- Προς τα πίσω (Upstream) ιχνηλασιμότητα: γνωρίζοντας την παρτίδα του τελικού 
προϊόντος (Lot) και του σημείου διάθεσης, να μπορούμε να ανιχνεύσουμε τις 
πρώτες ύλες που χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή του, καθώς και το ή τα 
σημεία παραγωγής και επεξεργασίας. 
  Μεταξύ των άλλων που αναφέρθηκαν παραπάνω, αρχικά στον καν. 178/2002, 
άρθρο 18, θεσπίζεται για πρώτη φορά ρητά η υποχρέωση των υπεύθυνων 
επιχειρήσεων τροφίμων να διατηρούν συστήματα και διαδικασίες για την 
ιχνηλασιμότητα. Ο κανονισμός απαιτεί την ιχνηλασιμότητα να λειτουργεί 
υποχρεωτικά σε όλα τα στάδια της παραγωγής, μεταποίησης και διανομής των 
τροφίμων σε συνδυασμό πάντα με τη απόσυρση από την αγορά μη ασφαλών 
τροφίμων και ζωοτροφών. Επίσης,  ορίζεται σαφώς πως οι υπεύθυνοι επιχειρήσεων 
είναι υποχρεωμένοι να προσδιορίζουν από ποιον και σε ποιον έγινε η προμήθεια 
ενός προϊόντος και να διαθέτουν συστήματα για την παροχή των σχετικών 
πληροφοριών στις αρμόδιες αρχές.  
   Με την οδηγία 2000/13/ΕΚ, προσδιορίζεται ρητά ότι η ιχνηλασιμότητα αποσκοπεί 
στην αποτροπή φαινομένων όπως: 
 Δόλιων πρακτικών ή πρακτικών εξαπάτησης. 
 Νόθευση τροφίμων 
 Οποιεσδήποτε άλλων πρακτικών που πιθανά να παραπλανήσουν τους 
καταναλωτές. 
           Ενώ θα πρέπει να στοχεύει στην: 
 Ασφάλεια των τροφίμων 
 Δυνατότητα έγκαιρου εντοπισμού και απομάκρυνσης επικίνδυνου 
τροφίμου, από την αγορά 
 Υγιή ανταγωνιστική αγορά και διαφάνεια 
 Αξιοπιστία της πληροφορίας που διοχετεύεται στον καταναλωτή. 
    Όλα τα παραπάνω έχουν ενσωματωθεί πλέον στον τελευταίο  κανονισμό (ΕΕ) 
αριθ. 1169/2011, με επέκταση σε όλα τα βασικά είδη κρέατος, και πρόκειται να 
εφαρμοστεί από τα κράτη μέλη από 13-12-2014.  
 
2.4 Ταυτοποίηση κρέατος και προϊόντων με βάση το κρέας 
 
            Στις μέρες μας η αυθεντικότητα του κρέατος και των προϊόντων κρέατος, 
μέσω της ταυτοποίησης, αποτελεί ζήτημα μεγάλης σημασίας, εξαιτίας του μεγάλου 
αριθμού περιπτώσεων νοθείας. Παρά λοιπόν την αυστηρή νομοθεσία που επέβαλε 
η Ευρωπαϊκή Ένωση για τα συστήματα επισήμανσης έτσι ώστε να εγγυηθεί την 
ιχνηλασιμότητα του κρέατος, φάνηκε ότι τα συστήματα ιχνηλασιμότητας, που 
βασίζονται μόνο σε κωδικούς παρτίδας ή οποιαδήποτε άλλα έγγραφα και αρχεία 
καταγραφής, δεν είναι εντελώς αξιόπιστα διότι σ’ αυτά υπάρχει πάντα η 
πιθανότητα αλλοίωσης ή να είναι ψεύτικα (Rojas et al., 2010). 
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    Το οικονομικό όφελος των επιχειρήσεων που νοθεύουν το κρέας ή προϊόντα με 
βάση το κρέας, με άλλα είδη κρέατος χαμηλότερης αξίας είναι αρκετά μεγάλο. Ως 
εκ τούτου η ταυτοποίηση των ειδών κρέατος σε προϊόντα κρέατος για την 
αυθεντικότητά του αποτελεί θέμα σημαντικού ενδιαφέροντος για τις ελεγκτικές 
αρχές τροφίμων.  
   Κατά τον τεμαχισμό τους ο ιστός διατηρεί πολλά από τα ανατομικά 
χαρακτηριστικά τα οποία δείχνουν την προέλευση του ζώου. Ωστόσο κατά τη 
διάρκεια της επεξεργασίας, όπως το μαγείρεμα, το κάπνισμα, αλάτισμα, τηγάνισμα,  
κονσερβοποίηση συνήθως επέρχονται σημαντικές αλλοιώσεις των βασικών 
διακριτικών χαρακτηριστικών του. Αυτό συνεπάγεται δυσκολία στην αναγνώριση 
του είδους κρέατος κατά συνέπεια και στην  ταυτοποίησή του που έχει ως 
επακόλουθο να εμφανίζονται φαινόμενα νοθείας στη βιομηχανία κρέατος αλλά και 
στη βιομηχανία εστίασης.  
    Είναι απαραίτητο όσο ποτέ λοιπόν σήμερα να αναπτυχθούν αξιόπιστες 
αναλυτικές μέθοδοι ταυτοποίησης ειδών κρέατος ακόμη και σε επεξεργασμένα 
προϊόντα κρέατος, για τον προσδιορισμό με ακρίβεια της αυθεντικότητας των 
προϊόντων κρέατος, που να στοχεύουν στην ακριβή διάκριση ενός είδος κρέατος 
από άλλο. 
   Στο παρελθόν, για την αναγνώριση της προέλευσης των κρεάτων 
χρησιμοποιήθηκαν διάφορες μέθοδοι όπως για παράδειγμα οι ιστολογικές 
διαφορές, η οργανοληπτική εξέταση και οι ανατομικές διαφορές, όμως αυτές οι 
μέθοδοι  αποδείχτηκαν ανεπαρκείς.  
  Σήμερα δίνουν τη θέση τους σε  μεθόδους μοριακής  ανάλυσης χρησιμοποιώντας 
μοριακούς δείκτες όπως, η ανάλυση λιπιδίων, πρωτεϊνών, οι ανοσοβιολογικές 
μέθοδοι (ELISA), οι μέθοδοι ανάλυσης και υβριδισμού του DNA και η PCR. Αυτές οι 
μέθοδοι έχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ τους και  απαιτούν την ύπαρξη 
εξειδικευμένου προσωπικού και εξοπλισμού.    
 
3. Μοριακοί δείκτες 
     Τα τελευταία χρόνια παρατηρείται συνεχής αλματώδης ανάπτυξη της μοριακής 
βιολογίας και γι’ αυτό το λόγο μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε διάφορες 
σύγχρονες και αποτελεσματικές τεχνικές για τη μέτρηση της γενετικής 
ποικιλότητας, την πιστοποίηση γενετικού υλικού, τη γενετική ταυτοποίηση 
ποικιλιών, ατόμων, ομάδων πληθυσμών, ειδών και την μοριακή βελτίωση. Η 
επιλογή αυτή γίνεται με τη βοήθεια των μοριακών δεικτών. 
   Υπάρχουν τρεις κατηγορίες μοριακών δεικτών: 
-τα λιπίδια 
-οι πρωτεΐνες και   
-οι DNA δείκτες.  
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   Οι τελευταίοι αναφέρονται και με την ονομασία γενετικοί δείκτες και αφορούν 
τόσο το πυρηνικό όσο και το εξωπυρηνικό, δηλαδή το μιτοχονδριακό και 
χλωροπλαστικό DNA. 
   Οι μοριακοί δείκτες θα πρέπει να συγκεντρώνουν τα περισσότερα από τα εξής 
γνωρίσματα ώστε να παρουσιάζουν τη μέγιστη χρησιμότητα όπως: 
 Παρουσία πολυμορφισμού δηλαδή η ύπαρξη πολλών αλληλόμορφων για 
κάθε γενετικό τόπο. 
 Διασπορά και στην ιδανική περίπτωση ισοκατανομή σε ολόκληρο το 
γονιδίωμα.   
 Απλή κληρονομικότητα που στην καλύτερη περίπτωση ελέγχεται από ένα 
γενετικό τόπο με συγκυρίαρχα αλληλόμορφα. 
 Υψηλό συντελεστή κληρονομικότητας 
 Σταθερός φαινότυπος κάτω από ποικίλες περιβαλλοντικές συνθήκες καθώς 
αξιοποιείται ο πολυμορφισμός που παρουσιάζεται στην αλληλουχία των  
βάσεων του DNA και όχι στην παραλλακτικότητα της έκφρασης των 
γονιδίων 
      Η ανάλυση των λιπιδίων είναι κατάλληλη μόνο στις περιπτώσεις που επιζητείται 
να προσδιοριστούν τα είδη προέλευσης των ζωικών λιπών.  Η ανάλυση πρωτεϊνών 
χρησιμοποιεί μεθόδους που βασίζονται στην ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE, Özgen-
Arun & Ugur, 2000), στην χρωματογραφία (HPLC, Espinoza et al., 1996) και σε 
ενζυμικές ανοσοβιολογικές μεθόδους (ELISA, Hajmeer et al., 2003, Macedo-Silva et 
al., 2000). Όμως, ο σχετικά μικρός αριθμός τους, το χαμηλό επίπεδο 
πολυμορφισμού τους, της μετουσίωσης των πρωτεϊνών κατά τη θερμική 
επεξεργασία, καθώς  και  της παρουσίας  πρωτεϊνών, περιορίζουν σημαντικά το 
πεδίο χρήσης τους.  
           Από την άλλη μεριά η ικανότητα των μορίων DNA να παραμένουν σταθερά 
στη θερμική επεξεργασία, η παρουσία τους σε κάθε κύτταρο, η ειδική για κάθε 
είδος αλληλουχία νουκλεοτιδίων, τα έχουν προωθήσει τελευταία στην κορυφή των 
αναλύσεων ταυτοποίησης ειδών κρέατος.    
   Αναλυτικότερα τα πλεονεκτήματα του DNA ως μοριακού δείκτη είναι: 
α)  Είναι γενικά πιο πολυμορφικό.  
β) Είναι πιο σταθερό, οπότε πιο εύκολο στη συλλογή και αποθήκευση δειγμάτων 
αλλά και πιο ανθεκτικό όταν πρόκειται για αναλύσεις επεξεργασμένων κρεάτων. 
γ) Ειδικά, μετά την ανάπτυξη της μεθόδου της PCR (Mullis & Fallona,  1987) και τη 
δυνατότητα πλέον, της ενίσχυσης και πολλαπλασιασμού μέσω της PCR,  ειδικών 
ακολουθιών-στόχων DNA , με καθορισμένους εκκινητές (primers),  μπορεί να γίνει 
ανάλυση, ακόμα και σε δείγματα που υπάρχει πολύ μικρή ποσότητα DNA προς 
ανίχνευση. Επιπλέον, η ευαισθησία και η εξειδίκευση της PCR μπορεί να βελτιωθεί 
σημαντικά με την ενσωμάτωση και υβριδισμό εσωτερικού ανιχνευτή (probe) (Mohd 
et al., 2012). Έτσι τελευταία, σε αναλύσεις ταυτοποίησης κρέατος, 
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χρησιμοποιούνται κυρίως μέθοδοι που χρησιμοποιούν DNA μοριακούς δείκτες, με 
βάση την PCR.  
  Μπορούμε να διαχωρίσουμε τις παραπάνω αναλυτικές μεθόδους που 
χρησιμοποιούν τους μοριακούς γενετικούς δείκτες (DNA- δείκτες) σε δυο  
κατηγορίες: 
- Aναλυτικές  μέθοδοι  που βασίζονται στην συμβατική PCR (PCR-RFLPs, 
SSCP, RAPDs, AFLPs,  SSRs ). 
- Στη Real-time PCR 
 
4. Μιτοχονδριακό DNA 
Στην παρούσα μελέτη η τεχνική ανάλυσης της Real-Time PCR, που 
χρησιμοποιήσαμε, εφαρμόστηκε στην μιτοχονδριακή περιοχή 12S των κυττάρων 
κρέατος από βόειο, χοιρινό, κοτόπουλο και γαλοπούλα. Ο σκοπός ήταν η χρήση 
αυτού του γονιδίου για την διάκριση των παραπάνω ειδών σε μίγματα κρεάτων.  
To mtDNA θεωρείται κατάλληλο για χρήση σε μελέτες διαχωρισμού ειδών για τους 
εξής λόγους: 
 Η ποσότητα του ανά κύτταρο θεωρείται υπερεπαρκής αφού απαντάται 
περίπου σε 1000 αντίτυπα (1000 φορές περισσότερο από το πυρηνικό 
DNA). Κάτι τέτοιο αυξάνει την πιθανότητα επιτυχούς ενίσχυσης με την 
τεχνική PCR, του επιθυμητού τμήματος του γονιδιώματος που μας 
ενδιαφέρει. 
 Εξαιτίας της μητρικής του προελεύσεως και την απουσία ανασυνδυασμού 
κληρονομείται απαράλλακτο από γενιά σε γενιά. 
 Το  mtDNA παρουσιάζει πολύ μεγαλύτερους ρυθμούς μεταλλαγής σε σχέση 
με το nDNA (10 φορές υψηλότερος του πυρηνικού) που έχει ως αποτέλεσμα 
την συσσώρευση πολυμορφισμών και την δημιουργία μεγάλης 
ποικιλομορφίας μεταξύ των μιτοχονδρίων, όχι μόνο μεταξύ των ειδών αλλά 
και ανάμεσα στο ίδιο είδος. Οι πολυμορφισμοί των mtDNA, μεταξύ στενά 
συγγενικών ειδών με παρόμοιο nDNA, εξηγούν την ευρεία προτίμηση του  
mtDNA σε  έρευνες εξέλιξης ειδών, ενώ ο διαφορετικός ρυθμός εξέλιξης 
των περιοχών του mtDNA, παρέχει ένα ευρύ πεδίο επιλογής αυτών των 
ακολουθιών ως στόχους μελέτης ανάλογα με το σκοπό της έρευνας (Kvist, 
2000).    
 Τα μόρια των περισσότερων ζωικών mtDNA  δεν υπόκεινται σε 
ανασυνδυασμό, γεγονός το οποίο δεν ισχύει για τα φυτά και τους μύκητες 
(Birky, 2001). Ορισμένες μελέτες αναφέρουν φαινόμενα ανασυνδυασμού 
στο μύδι Mytilus galloprovinciallis (Ladoukakis & Zouros, 2001). Στον 
άνθρωπο φαίνεται απίθανο να συμβαίνει ανασυνδυασμός (Innan & 
Nordborg, 2002), παρόλο που η βιοχημική μηχανή (ένζυμα 
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ανασυνδυασμού) φαίνεται να είναι παρούσα στα μιτοχόνδρια (Thyagarajan 
et al., 1996). 
 Επιπλέον, διαφορετικές περιοχές του mtDNA εξελίσσονται με 
διαφορετικούς ρυθμούς παρέχοντας ένα ευρύ φάσμα περιοχών 
αλληλουχιών οι οποίες μπορούν να επιλεγούν ως στόχος, ανάλογα με τον 
σκοπό της μελέτης (Kvist, 2000).  
Επιπλέον η εξειδίκευση των γονιδίων που εκμεταλλευόμαστε στις αντιδράσεις 
της PCR, οφείλεται στη υψηλή γενετική μεταβλητότητα που συμβαίνει στο mtDNA 
σε σχέση με το nDNA, επιτρέποντας στο σχεδιασμό εξειδικευμένων εκκινητών 
(Κortbaoui et al., 2009). Το σύστημα ανίχνευσης που βασίζεται στο mtDNA 
προσφέρει απόλυτη εξειδίκευση ενός συγκεκριμένου είδους και περιορίζει 
διασταυρούμενες αντιδράσεις με άλλα είδη-μη στόχους. Το γρήγορα εξελισσόμενο  
mtDNA παρέχει μια σειρά από μεταβλητές αλληλουχίες στο γονίδιο ώστε να είναι 
ειδική για κάθε είδος.  
      Τα μιτοχόνδρια είναι θεμελιώδη οργανίδια που συναντιούνται σε όλα τα 
ευκαρυωτικά κύτταρα, στο κυτταρόπλασμα και χρησιμοποιούνται για το 
μεταβολισμό των βιολογικών μακρομορίων που προσλαμβάνουν οι οργανισμοί με 
τις τροφές, συνθέτοντας χημική ενέργεια –μόρια τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP)- 
μέσω της διαδικασίας της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (Διαμαντίδης, 1994).  
      Κάθε μιτοχόνδριο αποτελείται από δυο απόλυτα εξειδικευμένες μεμβράνες που 
παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στη λειτουργία τους. Ο χώρος που περικλείεται από 
την εσωτερική μεμβράνη και καλείται μήτρα (matrix), περιέχει τα ριβοσώματα του 
μιτοχονδρίου, ένζυμα, και πολλά αντίτυπα του γενώματός τους, που είναι κυκλικά 
μόρια DNA. Το DNA που  διαθέτουν επιτρέπει στα μιτοχόνδρια να λειτουργούν ως 
γενετικά ημιαυτόνομα οργανίδια,  να αναπαράγονται με διχοτόμηση  ανεξάρτητα 
από τη φάση ζωής που βρίσκεται  το κύτταρο (Διαμαντίδης, 1994), αλλά και να 
κωδικοποιούν ορισμένες πρωτεΐνες που σχετίζονται με την οξειδωτική 
φωσφορυλίωση, λίγες πρωτεΐνες που συμμετέχουν στη μετάφραση και μόρια rRNA 
και tRNA. Ο αριθμός των μιτοχόνδριων διαφέρει από κύτταρο σε κύτταρο και είναι 
μεγαλύτερος στα κύτταρα των μυών (Hartwell et al., 2008). H διπλή μεμβράνη που 
περιβάλλει τα μιτοχόνδρια, παρέχει κάποιο είδος προστασίας στο mtDNA κατά την 
διαδικασία απομόνωσής του από το κύτταρο πριν από την εκχύλιση του mtDNA 
(Bogenhagen, 2009). 
To mtDNA (Εικ.4.1) είναι κυκλικό, δίκλωνο, υπερελικωμένο, χωρίς ιστόνες και 
περιλαμβάνει συμπυκνωμένα πολλαπλά γονιδιώματα, οργανωμένα σε δομές που 
ονομάζονται πυρηνοειδή (Bogenhagen, 2009). Η κυκλική δομή του mtDNA συντελεί 
σε ακόμα μεγαλύτερη σταθερότητα στο χρόνο καθώς είναι λιγότερο επιδεκτικό σε 
αλλοιώσεις συγκρινόμενο με το nDNA (Gefrides et al., 2011). Αυτό έχει σαν 
αποτέλεσμα το mtDNA να παραμένει σχετικά αναλλοίωτο σε επεξεργασμένα 
φαγητά με βάση το κρέας.  
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D-Loop 
 
 
Εικόνα 4.1. Απεικόνιση του ανθρώπινου mtDNA και των γονιδίων που περιέχει. 
(Lawrence Kazak et al, Nature Reviews Molecular Cell Biology 13, 659-671, October 
2012). 
 
Το mtDNA είναι  κατά πολύ μικρότερο από το nDNA, με μέγεθος που 
ποικίλει μεταξύ 16-18 kb ανάλογα με το είδος του οργανισμού. Είναι γνωστή η 
αλληλουχία τουλάχιστον 200 μιτοχονδριακών γονιδιωμάτων, τα περισσότερα από 
τα οποία κωδικοποιούν μέχρι 37 πρωτεΐνες. Τα μιτοχονδριακά γονιδιώματα των 
σπονδυλωτών,  έχουν κατά κανόνα μόνο 13 γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες,  
22 κωδικοποιούν  tRNA και 2 rRNA (12S και 16SrRNA), κατανεμημένα στο κυκλικό  
mtDNA (Stryer, 1997). Διαθέτουν επίσης  μια μη κωδικοποιούσα περιοχή, γνωστή 
ως βρόγχος εκτόπισης (D-loop) ή περιοχή ελέγχου, η οποία είναι υπεύθυνη για την 
αντιγραφή του mtDNA (Magoulas, 2005). 
      Από τα παραπάνω  εύκολα γίνεται κατανοητό γιατί στην εργασία  επιλέχτηκε το 
mtDNA ως πηγή γονιδίων-μοριακών δεικτών για την ποσοτική και ποιοτική 
ανάλυση ειδών κρέατος σε προϊόντα κρέατος. Γονίδια του mtDNA που έχουν 
χρησιμοποιηθεί ως μοριακοί δείκτες για την ποιοτική και ποσοτική ταυτοποίηση 
ειδών κρέατος, είναι το κυτόχρωμα b, 12S rRNA, Η περιοχή D-loop, Τα γονίδια των 
υπομονάδων της αφυδρογονάσης NADH, Τα 16S rRNA 
Στον Πίνακα 4.1 που ακολουθεί παρουσιάζονται συνοπτικά τα πλεονεκτήματα 
και τα μειονεκτήματα των μιτοχονδριακών γονιδίων-στόχων.  
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Πίνακας 4.1. Συνοπτικά τα πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα  των γονιδίων 
mtDNA  στόχων για την PCR 
Φύση 
Γονιδίου 
Γονίδιο Στόχος Πλεονεκτήματα Μειονεκτήματα Αναφορές 
mtDNA Κυτόχρωμα b Συνήθως 
χρησιμοποιούνται 
σε φυλογενετικές 
μελέτες. 
Yψηλή δια-ειδική 
μεταβλητότητα. 
Σε κάποια γένη 
δεν είναι δυνατό 
να γίνει 
διαχωρισμός 
μεταξύ 
συγγενικών 
ειδών. 
Kvist (2000) 
Dooley et al. 
(2004) 
Zhang et al. 
(2007) 
Santos et al. 
(2012) 
12S rRNA Επαρκής 
μεταβλητότητα 
εντός και μεταξύ 
των ειδών. 
 Fajardo et al. 
(2008b) 
Martín et al. 
(2009) 
Rojas et al. 
(2010) 
Περιοχή D-loop Υψηλό ποσοστό 
υποκατάστασης. Η 
πιο γρήγορα 
εξελισσόμενη 
περιοχή του mtDNA 
 Sawyer et al. 
(2003) 
Fajardo et al. 
(2008a) 
ND5 Υψηλή 
μεταβλητότητα 
μεταξύ  των ειδών 
Σε κάποια γένη 
δεν είναι δυνατό 
να  γίνει 
διαχωρισμός 
μεταξύ 
συγγενικών 
ειδών. 
Farihah 
Liyana et al. 
(2009) 
Kesmen et al. 
(2009) 
ND2 Επαρκής ενδο και 
δια-ειδική 
μεταβλητότητα   
 Kesmen et al. 
(2009) 
ATPase6/ATPas
e8  
Επαρκής 
μεταβλητότητα  
μεταξύ των ειδών. 
  
16S rRNA Περιέχει καλά 
συντηρημένες 
περιοχές.  
Πολύ χαμηλή 
μεταβλητότητα 
 Sawyer et al. 
(2003) 
Dalmasso et 
al. (2004) 
Chiappini et 
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μεταξύ των ειδών.  
Συχνά 
χρησιμοποιείται για 
την ανάπτυξη 
γενικών εκκινητών 
για είδη 
θηλαστικών, πτηνών 
και μηρυκαστικών. 
al. (2005) 
Kesmen et al. 
(2009) 
 
 
 
      
5. Σκοπός της εργασίας 
 
        Ο σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η ανάπτυξη ενός πρωτοκόλλου 
εφαρμογής της μέθοδου της Real Time PCR, για τον ποιοτικό και ποσοτικό 
προσδιορισμό κρέατος γαλοπούλας (Meleagris gallopavo σε μείγμα κρέατος με 
κοτόπουλο (Gallus gallus) αλλά και σε μείγματα με μοσχάρι, χοιρινό και κοτόπουλο, 
σε διάφορες συγκεντρώσεις . Η φιλοδοξία είναι  η ανάπτυξη μιας γρήγορης, με 
υψηλή ευαισθησία και εξειδίκευση, μεθόδου ταυτοποίησης και ποσοτικού 
προσδιορισμού προσμίξεων ειδών κρέατος σε μείγματα κρέατος 
Οι μοριακοί δείκτες που εξετάστηκαν ήταν το γονίδιο 12S rRNA του 
μιτοχονδριακού γονιδιώματος. Οι τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν  PCR και η 
Real Time PCR. Για τον λόγο αυτό διεξήχθησαν μια σειρά πειραμάτων με στόχο την 
δημιουργία πρότυπης καμπύλης αναφοράς με χρήση φθορίζουσας χρωστικής SYBR 
Green και με ανιχνευτές Taqman. Ειδικοί εκκινητές σχεδιάστηκαν για κάθε δοκιμή. 
Η αποτελεσματικότητα της μεθόδου έπρεπε να κυμαίνεται από 95%-100%. Όλες οι 
μέθοδοι ήταν σε θέση να ανιχνεύσουν το είδος στόχο (γαλοπούλα) σε 
συγκεντρώσεις από 1% έως 99% με άλλα είδη (κοτόπουλο, μοσχάρι, χοιρινό). Οι 
αναλύσεις δοκιμάστηκαν σε μείγματα με βάση το κρέας για να αξιολογηθεί η 
διαγνωστική ευαισθησία και εξειδίκευση της μεθόδου. 
 
6. Πειραματική Πορεία – Μέθοδοι 
 
6.1 Δείγματα 
Στη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν  δείγματα κρέατος από δύο oμάδες  ζωικών 
ειδών: 
α) Μοσχάρι (Bos Taurus) – Χοιρινό (Sus Scrofa)  
β) Γαλοπούλα (Meleagris gallopavo) και κοτόπουλο (Gallus gallus). Δημιουργήσαμε 
αναμείξεις για κάθε ομάδα των δύο ειδών. Για την παρούσα εργασία 
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χρησιμοποιήσαμε μείγματα της δεύτερης ομάδας με γαλοπούλα- κοτόπουλο. Τα 
μείγματα αυτά που περιείχαν τα δύο είδη ήταν σε διάφορες αναλογίες. Οι 
αναλογίες επιλέχθηκαν έτσι ώστε να καλυφθούν όσο το δυνατόν περισσότεροι 
συνδυασμοί, μέσα στα πλαίσια βέβαια που θα μπορούσαν να εξαχθούν χρήσιμα 
αποτελέσματα. Οπότε από κάθε είδος χρησιμοποιήθηκε μικρή ποσότητα ιστού (5-
100mg). Μικρότερη ποσότητα κρίθηκε ότι δεν θα ήταν, στην παρούσα φάση, 
εύστοχο να χρησιμοποιηθεί. Για να σιγουρευτούμε ότι οι εκκινητές που 
χρησιμοποιήσαμε δεν πολλαπλασιάζουν αλληλουχίες από τα άλλα δυο είδη της 
πρώτης ομάδας  (Μοσχάρι, Χοιρινό) κάναμε αναμείξεις και με αυτά τα 2 είδη. Η 
συντήρησή τους έγινε στους -200C. Στον Πίνακα 6.1 παρουσιάζονται τα μείγματα 
που δημιουργήθηκαν στις διάφορες αναλογίες. 
 
Πίνακας 6.1.  Αναμείξεις των δύο ζωικών ειδών (Γαλοπούλα-Κοτόπουλο) σε 
διάφορες συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν 
Μείγματα   Γαλοπούλα           
Κοτόπουλο       
Μείγματα        Κοτόπουλο       
Γαλοπούλα 
1 95mg 5mg 7 95mg 5mg 
2 90mg 10mg 8 90mg 10mg 
3 80mg 20mg 9 80mg 20mg 
4 70mg 30mg 10 70mg 30mg 
5 60mg 40mg 11 60mg 40mg 
6 50mg 50mg    
 
 
 
6.2 Απομόνωση του DNA 
 
Για την απομόνωση ολικού DNA από τον ιστό (χρησιμοποιήθηκαν οι ποσότητες 
ιστού που αναφέρονται στην προηγούμενη ενότητα), ακολουθήθηκε το 
πρωτόκολλο του PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), που περιλαμβάνει τα 
εξής στάδια: 
1. Τεμαχίζουμε το δείγμα και τοποθετούμε τον ιστό σε φιαλίδια eppendorf των 
1,5ml. 
2. Προσθέτουμε 180μl Genomic Digestion buffer και 20 μl πρωτεϊνάση Κ και 
αναδεύουμε. 
3. Επωάζουμε τα δείγματα στους 55°C για περίπου 2 ώρες υπό συνεχή ανάδευση. 
4. Φυγοκεντρούμε τα δείγματα στις 13000 στροφές για 3 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου και στη συνέχεια μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε νέο φιαλίδιο 
eppendorf των 2ml. 
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5. Προσθέτουμε 20μl RNase A και αναδεύουμε στο vortex. 
6. Προσθέτουμε 200μl Genomic lysis binding buffer και αναδεύουμε ξανά στο 
vortex. 
7. Προσθέτουμε 200μl αιθανόλη 100% και αναδεύουμε έντονα. 
8. Μεταφέρουμε το μίγμα σε ειδικά eppendorf με στήλες διαχωρισμού. 
9. Φυγοκεντρούμε στις 13000 στροφές για 1 λεπτό. 
10. Προσθέτουμε 500μl Wash buffer 1 και επαναλαμβάνουμε το βήμα 9. 
11. Μεταφέρουμε τη στήλη σε νέο φιαλίδιο, προσθέτουμε 500μl Wash buffer 2 και 
φυγοκεντρούμε στις 13000 στροφές για 3΄. 
13. Τοποθετούμε τη στήλη σε eppendorf των 1,5ml και προσθέτουμε 100μl Elution 
buffer. 
14. Τέλος φυγοκεντρούμε, για 2 λεπτά στις 13000 στροφες 
15. Αποθηκεύουμε το απομονωμένο DNA στους 4°C για άμεση χρήση και στους  
-20°C για μελλοντική. 
 
6.3 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 
 
Πρόκειται για μια διαδικασία ποιοτικού προσδιορισμού και διαχωρισμού 
τμημάτων DNA που μας δίνει την δυνατότητα να πάρουμε πληροφορίες για το 
μέγεθος των γραμμικών μορίων, την ποιότητα αλλά και την ποσότητα του DNA.  
Στην παρούσα εργασία, η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
χρησιμοποιήθηκε σε δύο φάσεις. Αρχικά μετά την απομόνωση του DNA από τους 
ιστούς των ζωικών οργανισμών που χρησιμοποιήθηκαν, για τον έλεγχο του 
μιτοχονδριακού DNA και έπειτα, μετά την ολοκλήρωση της PCR, για τον έλεγχο της 
επιτυχίας της αντίδρασης. 
Η μέθοδος της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης χρησιμοποιείται για το 
διαχωρισμό τμημάτων DNA ανάλογα με το μέγεθος και τη στερεοδιάταξή τους (πχ. 
η υπερελικωμένη κυκλική μορφή, η ανοιχτή κυκλική μορφή και η γραμμική μορφή 
DNA του ίδιου μοριακού βάρους έχουν διαφορετική κινητικότητα σε πηκτώματα 
αγαρόζης). Η θέση του DNA στο πήκτωμα προσδιορίζεται άμεσα με την προσθήκη 
βρωμιούχου αιθίδιου, μίας ένωσης που δεσμεύεται στο DNA και φθορίζει υπό 
υπεριώδες φως.  Όσο μεγαλύτερη είναι η τάση του πεδίου τόσο πιο γρήγορη είναι 
η μετακίνηση των μορίων.  Η τάση όμως δε γίνεται να είναι πολύ υψηλή γιατί 
αναπτύσσονται μεγάλες θερμοκρασίες και προκαλείται το λιώσιμο της πηκτής. 
Φορτώνοντας το DNA σε μία πηκτή που περιέχει αιθίδιο και εκθέτοντάς το στο 
υπεριώδες γίνονται ορατές οι διακριτές μπάντες του DNA καθώς αυτό 
παρεμβάλλεται μεταξύ των βάσεων του DNA.  Το βρωμιούχο αιθίδιο είναι 
καρκινογόνο και απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή κατά το χειρισμό του.  
Για την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων απαιτείται η προσθήκη loading buffer 
ώστε να γίνεται εφικτή η παρακολούθηση της μετακίνησης των δειγμάτων κατά την 
ηλεκτροφόρηση, και να κατακάθονται τα δείγματα στις θέσεις της πηκτής λόγω της 
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μεγαλύτερης πυκνότητας τους. Τα loading buffers περιέχουν ως επί το πλείστον  
γλυκερόλη, σουκρόζη και φυκόλη έτσι ώστε να καταβυθίζεται το DNA καθώς και 
χρωστικές για να είναι εύκολη η παρατήρηση της προόδου της ηλεκτροφόρησης. Οι 
χρωστικές που χρησιμοποιούνται συνήθως είναι το κυανό του ξυλενίου και το μπλε 
της βρωμοφαινόλης. Τα κυριότερα buffers που χρησιμοποιούνται στις 
ηλεκτροφορήσεις αγαρόζης είναι το TAE (Tris acetate EDTA) και το TBE (Tris borate 
EDTA).  Το ΤΑΕ προσφέρει καλύτερη ανάλυση για μεγάλα τμήματα DNA.  Αυτό 
σημαίνει χαμηλότερη τάση, περισσότερος χρόνος αλλά καλύτερο προϊόν.  
Για την τεχνική αυτή χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω διαλύματα: 
TAE 50x (500ml) 
Tris Base 2Μ 
Acetic Acid 7,7% 
EDTA 0,05M 
ddH2O έως τα 500ml 
 
Loading buffer 6x (10ml)  
Bromophenol blue 0.1% w/v 
TBE 1X 
Glycerol 8,7% 
ddH2O έως τα 10ml 
Αρχικά, παρασκευάζουμε διάλυμα ΤΑΕ 1x αραιώνοντας το πυκνό διάλυμα 50x 
(20ml σε τελικό όγκο 1lt). Για την προετοιμασία της πηκτής διαλύουμε 0,6g 
αγαρόζης σε 30ml TAE 1x (τελική συγκέντρωση 2% w/v) με θέρμανση και 
προσθέτουμε 3μl βρωμιούχου αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 1 μg/ml. Η 
συγκέντρωση της πηκτής αγαρόζης διαφοροποιείται ανάλογα με το μέγεθος των 
τμημάτων DNA που πρέπει να διαχωριστούν. 
Για την προετοιμασία της πηκτής αγαρόζης ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: 
1. Προετοιμασία του εκμαγείου στο οποίο θα στερεοποιηθεί η πηκτή. 
2. Προετοιμασία της πηκτής.  Χρησιμοποιήθηκαν 0,6g αγαρόζης και 30ml ΤΑΕ 
1x για την παρασκευή διαλύματος 2%. 
3. Θέρμανση του διαλύματος σε φούρνο μικροκυμάτων.  Κατά τη θέρμανση 
πρέπει να γίνεται συχνή ανάδευση του διαλύματος. 
4. Το διάλυμα ανακινείται έως ότου κρυώσει. 
5. Προστίθενται 3μl βρωμιούχου αιθιδίου C=10mg/ml. 
6. Τοποθέτηση του διαλύματος στο εκμαγείο. 
7. Εισάγεται το χτενάκι στην πηκτή για να σχηματιστούν οι θέσεις στις οποίες 
θα εισαχθεί το DNA. 
8. Όταν η πηκτή στερεοποιηθεί αφαιρείται το χτενάκι. 
9. Τοποθέτηση της πηκτής μαζί με τη μήτρα σε μία συσκευή ηλεκτροφόρησης 
που περιέχει TAE 1x. 
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     10. Στην περίπτωση του ελέγχου της απομόνωσης αναμειγνύουμε 3μl loading 
buffer με 2μl DNA, στην περίπτωση ελέγχου της αντίδρασης της PCR 
αναμειγνύουμε 3μl loading buffer με 5μl DNA (PCR προϊόν) και στη συνέχεια 
εισαγωγή των δειγμάτων στις θέσεις της πηκτής. 
Η τάση ρυθμίζεται έτσι ώστε να είναι 80V. Μετά από περίπου 40 λεπτά είναι 
δυνατή η παρατήρηση των ζωνών του DNA στην πηκτή αφού τοποθετηθεί στη 
συσκευή UV. 
 
6.4 Αναλυτική μέθοδος της Αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης - PCR 
(polymerase chain reaction) 
Την τελευταία εικοσαετία έχουν αναπτυχθεί μοριακοί δείκτες που 
βασίζονται στον in vitro πολλαπλασιασμό τμημάτων DNA με τη μέθοδο της 
αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR). 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (polymerase chain reaction, PCR, 
amplification) είναι μια μέθοδος που αναπτύχθηκε το 1985 από τον Mullis και 
άρχισε να χρησιμοποιείται ευρέως από το 1987 με την χρήση θερμοοανθεντικών 
DNA πολυμερασών, κάνοντας δυνατή την παραγωγή πολυάριθμων αντιγράφων 
ενός μορίου DNA σε σύντομο χρονικό διάστημα, ακόμα και αν υπάρχει στη διάθεσή 
μας ένα μόνο αρχικό μόριο DNA. Σήμερα η PCR θεωρείται μια από τις πιο 
επαναστατικές επιστημονικές ανακαλύψεις του 20ου αιώνα και αποτελεί πλέον την 
κοινή βάση μιας πληθώρας άλλων μοριακών τεχνικών (μερικές αναφέρθηκαν στην 
προηγούμενη παράγραφο της μελέτης μας). Πρόκειται για μια αντίδραση 
πολυμερισμού, η οποία μιμείται in vitro τον τρόπο με τον οποίο τα ένζυμα του 
πυρήνα (DNA πολυμεράσες) αντιγράφουν το DNA του κυττάρου (πυρηνικό ή 
μιτοχονδριακό).  
Η κινητική επανασύνδεση αποδιαταγμένου δίκλωνου DNA, ιδιαίτερα στην 
αρχή, όπου η διάρκεια επανασύνδεσης εξαρτάται από την συγκέντρωση και την 
πολυπλοκότητα των συμπληρωματικών αλυσίδων αποτελεί τη βάση της μεθόδου 
της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης. Με τη μέθοδο αυτή συντίθεται 
μεγάλος αριθμός αντιγράφων ενός συγκεκριμένου τμήματος DNA σε μια 
ενζυματική αντίδραση in vitro. Η PCR είναι μια εργαστηριακή ελεγχόμενη, εκτός 
οργανισμού, αντίδραση ενζυμικού πολλαπλασιασμού επιλεγμένων αλληλουχιών 
του DNA από ελάχιστες αρχικές ποσότητες μητρικού DNA.  
Η PCR βασίζεται στον ενζυμικό πολλαπλασιασμό μιας συγκεκριμένης 
αλληλουχίας DNA που οριοθετείται δεξιά και αριστερά από δύο εκκινητές-
ολιγoνουκλεοτίδια (primers). Η αλληλουχία του κάθε εκκινητού είναι 
συμπληρωματική προς τη μία από τις δύο αλυσίδες του δίκλωνου DNA-εκμαγείου. 
Η αλληλουχία αυτή χρησιμοποιείται για το σχεδιασμό δυο συνθετικών 
ολιγονουκλεοτιδίων, ενός συμπληρωματικού προς το 3΄άκρο της μιας αλυσίδας του 
DNA και ενός συμπληρωματικού προς το 3΄άκρο της άλλης αλυσίδας. Τα 
ολιγονουκλεοτίδια αυτά μήκους 20-30 βάσεων χρησιμοποιούνται ως πρωταρχικά 
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τμήματα (εκκινητές) για in vitro σύνθεση DNA και οριοθετούν τα άκρα του τελικού 
προϊόντος. Αυτό το κομμάτι θα επιλεγεί και θα πολλαπλασιαστεί πολλές φορές με 
τη συνεργασία άλλων μορίων. Συγκεκριμένα, μια Τaq DNA πολυμεράση, η οποία 
βάσει ενός πρότυπου δίκλωνου DNA και παρουσία κατάλληλου ρυθμιστικού 
διαλύματος και ενός ζεύγους ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών, των τεσσάρων 
τριφωσφορικών δεοξυνουκλεοτιδίων (dNTPs : dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ιόντων 
Μαγνησίου (Mg++) συνθέτει εκατομμύρια νέα πιστά αντίγραφα μόρια DNA, ως 
προς εκείνο το τμήμα της ακολουθίας του αρχικού εκμαγείου, το οποίο 
περικλείεται ανάμεσα στους DNA εκκινητές.  
Οι εκκινητές, όπως αναφέρθηκε, καθορίζουν τα όρια της περιοχής που 
πρόκειται να ενισχυθεί. Το ρυθμιστικό διάλυμα καθορίζει το ιοντικό περιβάλλον 
(κυρίως το pH) της αντίδρασης στο βέλτιστο για τη δράση της πολυμεράσης. Τα 
ιόντα μαγνησίου μετέχουν στη διαδικασία υβριδισμού των εκκινητών. Τα dNTPs 
συνιστούν τα δομικά υλικά των μορίων DNA που θα συντεθούν, ενώ επίσης 
προσφέρουν και την ενέργεια για την επιμήκυνση. Η όλη αντίδραση σχηματισμού 
των νέων μορίων καταλύεται από το ένζυμο πολυμεράση. H Taq πολυμεράση 
προέρχεται από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus, είναι θερμοσταθερή 
διατηρώντας την δραστικότητά της σε θερμοκρασία 95°C για τουλάχιστον 40 λεπτά 
(Mullis et al., 1987). 
     Οι παράμετροι που παίζουν σημαντικό ρόλο στην αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμερισμού (PCR) είναι: 
 Η συγκέντρωση των εκκινητών πρέπει να είναι αρκετά υψηλή ώστε η 
σύνδεσή τους με την αντίστοιχη μονόκλωνη αλυσίδα να γίνεται γρήγορα και 
κατά την εξέλιξη της αντίδρασης η σύνδεση αυτή να είναι γρηγορότερη από 
την επανασύνδεση εκμαγείου- εκμαγείου. 
 Η επιλογή κατάλληλης θερμοκρασίας και χρόνου σε κάθε στάδιο της 
αντίδρασης βοηθά την ειδικότητα της αντίδρασης.  
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Εικόνα 6.1: Εκθετικός πολλαπλασιασμός του DNA-στόχου 
(http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html) 
 Προκειμένου ωστόσο να πραγματοποιηθεί η αντίδραση αυτή, το μίγμα 
αντιδραστηρίων μαζί με την ποσότητα του ολικού DNA, μεταφέρεται σε 
θερμοκυκλοποιητές. Η διαδικασία πραγματοποιείται σε κύκλους (συνήθως 30-35). 
Ο κάθε κύκλος έχει ως αποτέλεσμα εκθετικό πολλαπλασιασμό του DNA-στόχου. 
Έτσι ο DNA-στόχος, από αρχική ποσότητα δείγματος μη ανιχνεύσιμου με κλασσικές 
τεχνικές υβριδισμού, ενισχύεται σε σημείο που να γίνει ευρέως ανιχνεύσιμος  
Η διαδικασία της PCR χωρίζεται σε τρείς φάσεις: 
 Εκθετική (exponential) φάση: Είναι η φάση κατά την οποία έχει αρχίσει ο 
πολλαπλασιασμός της προεπιλεγμένης αλληλουχίας DNA. Σ’ αυτή την φάση 
η αντίδραση είναι πολύ αποτελεσματική και σε κάθε κύκλο διπλασιάζεται η 
προεπιλεγμένη αλληλουχία DNA. 
 Γραμμική (linear) φάση: Η φάση στην οποία παρατηρείται μειωμένη 
παραγωγή αντιγράφων της αλληλουχίας DNA εξαιτίας της μείωσης της 
ενεργότητας των αντιδραστηρίων. 
 Φάση Plateau: Στη φάση αυτή έχει σταματήσει η αντίδραση PCR καθώς και η 
παραγωγή νέων αντιγράφων εξαιτίας της εξάντλησης των αντιδραστηρίων 
(Applied Biosystems). 
Η τεχνική της PCR πραγματοποιείται σε κύκλους. Κάθε κύκλος της PCR 
πραγματοποιείται σε τρία στάδια και έχει ως αποτέλεσμα τον εκθετικό 
πολλαπλασιασμό του DNA στόχου.  
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1) Στάδιο αποδιάταξης (denaturation): στο οποίο το όλο μίγμα θερμαίνεται στους 
94°C για ορισμένο χρονικό διάστημα (συνήθως ένα με δύο λεπτά) προκειμένου να 
διαχωριστούν οι δύο κλώνοι του DNA (διάσπαση των δεσμών υδρογόνου). 
2) Στάδιο υβριδισμού των εκκινητών (annealing): στο οποίο γίνεται η σύνδεση των 
εκκινητών σε καθένα από τους δύο κλώνους του DNA. Η θερμοκρασία υβριδισμού 
της αντίδρασης PCR (συνήθως μεταξύ 50 και 62°C) καθορίζεται σε μεγάλο βαθμό 
από τις θερμοδυναμικές ιδιότητες των εκκινητών. Δείκτης των ιδιοτήτων αυτών 
είναι η θερμοκρασία υβριδισμού του 50% των μορίων του εκκινητή στο μόριο DNA 
(θερμοκρασία Tm). Η θερμοκρασία Tm εξαρτάται κυρίως από την περιεκτικότητα 
σε βάσεις γουανίνης-κυτοσίνης (GC content), αλλά και από το μήκος του εκκινητή. 
Όσο μεγαλύτερο είναι το ποσοστό γουανίνης-κυτοσίνης και το μήκος του εκκινητή 
τόσο μεγαλύτερη είναι κατά κανόνα και η Tm. Αντίστοιχα, όσο μεγαλύτερη είναι η 
Tm τόσο μεγαλύτερη μπορεί να είναι και η θερμοκρασία υβριδισμού της 
αντίδρασης PCR. Ένας προσεγγιστικός τύπος υπολογισμού της θερμοκρασίας Tm 
είναι ο: 
Tm = 2(A+T) + 4(G+C) 
όπου Α, T, G, C είναι ο αριθμός των νουκλεοτιδίων αδενίνης, θυμίνης, 
γουανίνης,κυτοσίνης στον εκκινητή. Με βάση την Tm των εκκινητών και μετά από 
πειραματισμό συνήθως προκύπτει η βέλτιστη θερμοκρασία υβριδισμού στην 
αντίδραση PCR. 
3) Στάδιο επιμήκυνσης (extension): (συνήθως 70 - 72°C) στο οποίο εκδηλώνεται η 
ενζυμική δράση της πολυμεράσης και πραγματοποιείται η σύνθεση των 
συμπληρωματικών αλυσίδων. Στο τέλος του σταδίου αυτού έχουν διπλασιαστεί τα 
μόρια DNA της περιοχής υπό ενίσχυση και ολοκληρώνεται ένας κύκλος της 
αντίδρασης PCR. 
Τα παραπάνω στάδια επαναλαμβάνονται για πολλούς κύκλους με 
αποτέλεσμα την εκθετική ενίσχυση του DNA στόχου. Η διάρκεια του κύκλου δεν 
υπερβαίνει συνήθως τα δύο λεπτά. Έτσι, σ’ ένα τυπικό πρόγραμμα PCR που 
περιλαμβάνει 35 κύκλους είναι δυνατό σε μικρό χρονικό διάστημα (λιγότερο από 
δύο ώρες) να πάρουμε μεγάλο αριθμό μορίων (ενίσχυση της τάξεως των 235 
μορίων). Σημειώνεται, τέλος, ότι στο τυπικό πρόγραμμα της PCR περιλαμβάνονται 
επίσης: α) ένα στάδιο αρχικής αποδιάταξης (94°C συνήθως για δύο με τρία λεπτά), 
ώστε να γίνει πλήρης αποχωρισμός των αλυσίδων του ολικού DNA και β) ένα 
στάδιο τελικής επιμήκυνσης (72°C συνήθως για τρία με πέντε λεπτά) προκειμένου 
να γίνει πλήρης σύνθεση όλων των μορίων που έχουν συντεθεί από τη διαδικασία 
(Mullis και Fallona, 1987). 
Το κύριο προϊόν της εκθετικής αυτής αντίδρασης είναι ένα δίκλωνο τμήμα 
DNA του οποίου τα άκρα ορίζονται από τα 5΄άκρα των εκκινητών και έχει μήκος ίσο 
με την απόσταση των εκκινητών. Το προϊόν της PCR χρησιμοποιείται στη συνέχεια 
για τη μελέτη του τμήματος που πολλαπλασιάστηκε. 
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Για τον πολλαπλασιασμό του γονιδίου 12S rRNA χρησιμοποιήσαμε τους 
εκκινητές 12S RNA Fw και 12S RNA Rv. Η αλληλουχία των εκκινητών παρουσιάζεται 
στον Πίνακα 6.2. 
 
Πίνακας 6.2  Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση τμημάτων DNA 
Εκκινητής Αλληλουχία 
12S rRNA Fw 5΄- GCC TAA AAA ATG ATC TTA ACT T -3΄ 
12S rRNA Rv 5΄- CGT GAG TAT ATT AGT ATC A-3΄ 
 
Για την διαδικασία της PCR το πρώτο βήμα είναι η παρασκευή ενός κοινού 
διαλύματος (master mix) το οποίο θα περιέχει, ανά δείγμα, τις ποσότητες 
αντιδραστηρίων που παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.3. Το διάλυμα παρασκευάζεται 
ανάλογα με τον αριθμό των δειγμάτων. Έπειτα τοποθετούμε σε φιαλίδια eppendorf 
1μl εκμαγείου DNA το οποίο αντιστοιχεί σε ποσότητα 200-700ng. 
 
Πίνακας 6.3. Συστατικά αντίδρασης PCR 
Αντιδραστήρια Ποσότητες Συγκεντρώσεις 
DNA 1μl 200ng 
ddH2O 39,8μl  
Buffer 10X  5μl 1X 
MgCl2 (100mM) 1μl 2mM 
dNTPs (40mM) 1μl 0,8mM 
Primer Fw (50pmol/μl) 1μl 1pmol/μl 
Primer Rv (50pmol/μl) 1μl 1pmol/μl 
Taq DNA (5U/μl) 0,2μl 1U 
 
 
     Στην συνέχεια μοιράζουμε σε κάθε eppendorf που περιέχει το DNA, από 49μl του 
master mix. Επίσης, σε ένα eppendorf το οποίο δεν περιέχει DNA βάζουμε master 
mix (μάρτυρας) ώστε να συγκρίνουμε το προϊόν PCR με τον μάρτυρα. Τέλος 
τοποθετούμε τα δείγματα στον θερμοκυκλοποιητή ο οποίος προγραμματίζεται να 
εκτελέσει το επιθυμητό πρόγραμμα θερμοκρασίας /χρόνου. 
        Αρχική αποδιάταξη: 95οC για 4min 
Αποδιάταξη: 95οC για 40sec 
Θερμική Επαναδιάταξη: 53οC για 50sec           40 κύκλοι 
Επιμήκυνση: 72οC για 40sec 
Τελική επιμήκυνση: 72οC για 10min 
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Μετά το πέρας της PCR γίνεται ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πήκτωμα 
αγαρόζης 2%, για να ελέγξουμε την επιτυχία της διαδικασίας, όπως αναφέραμε 
προηγουμένως στην παράγραφο για την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. 
Στην παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε η αντίδραση της PCR με σκοπό να 
εξακριβωθεί η εξειδίκευση των εκκινητών σε συγκεκριμένη ακολουθία 12S rRNA 
του mtDNA γαλοπούλας και να αποκλειστεί η περίπτωση της διασταυρούμενης 
ενίσχυσης σε ακολουθίες από άλλα είδη  ζώων. 
     Μετά τον διαχωρισμό των τμημάτων του DNA, το προϊόν της PCR ανιχνεύθηκε σε 
πηκτή αγαρόζης 2% από το αναμενόμενο μέγεθός του, το οποίο προσδιορίζεται 
από την σύγκριση με τα τμήματα γνωστού μήκους του μάρτυρα ο οποίος 
ηλεκτροφορείται ταυτόχρονα.  
      Τέλος παρατηρούμε την πηκτή πάνω από τη συσκευή υπεριώδους φωτός και 
την φωτογραφίζουμε. 
 
6.5 Real - Time PCR 
     Ενώ η PCR έφερε την επανάσταση στην ανίχνευση RNA και DNA, η Real-Time PCR 
που βασίζεται  στις αρχές της συμβατικής PCR, με διαφοροποίηση όμως ως προς 
την  προσέγγιση της κινητικής της αντίδρασης, ενίσχυσης και ανίχνευσης των 
προϊόντων αναδιπλασιασμού, εστιάζει κυρίως στα πρώιμα στάδια της αντίδρασης, 
με κατάλληλη υποστήριξη λογισμικού και διάταξης οργάνων, αλλά και χρήση 
φθοριζουσών χρωστικών και ανιχνευτών.    
    Η Real-Time PCR πραγματοποιείται σε ένα μικρό αρχικό δείγμα μονόκλωνου ή 
δίκλωνου DNA. Για να πραγματοποιηθεί χρειάζεται η παρουσία: 
 Δύο ολιγονουκλεϊκών εκκινητών, που υβριδίζονται με την αλληλουχία-
στόχο DNA, που πρόκειται να ενισχυθεί. 
 Μόρια dNTPs των τεσσάρων τριφωσφορικών δεοξυ-νουκλεοτιδίων (dNTPs 
: dATP, dCTP, dGTP, dTTP), τα οποία είναι προτιμότερο να προμηθεύονται 
μαζί με την DNA πολυμεράση από τον ίδιο προμηθευτή.   
  Ένζυμο DNA πολυμεράση (Taq πολυμεράση)  η οποία είναι θερμοσταθερή 
σε υψηλές θερμοκρασίες, και  έχει καθοριστικό ρόλο στην επίδοση της 
αντίδρασης της  Real -Time PCR. Ένας από τους κυριότερους παράγοντες 
που επηρεάζουν την εξειδίκευση της Real -Time PCR, είναι το γεγονός ότι η 
Taq DNA πολυμεράση έχει υπολειμματική δράση σε χαμηλές 
θερμοκρασίες. Οι εκκινητές είναι δυνατόν να υβριδίζονται μη επιλεκτικά 
στο DNA, επιτρέποντας έτσι στην πολυμεράση να συνθέτει μη επιλεκτικά 
προϊόντα. Αυτό μπορεί να ελαχιστοποιηθεί με τη χρήση ενός ¨θερμού 
εκκινητή¨, ο οποίος εξασφαλίζει ότι η DNA πολυμεράση δεν είναι ενεργή  
στο αρχικό  στάδιο της αποδιάταξης του DNA.  
 Ιόντα μαγνησίου, ως χλωριούχο μαγνήσιο ή θειϊκό μαγνήσιο, σε  
συγκεντρώσεις μεταξύ 3-6 mM (για την Real-time PCR  χρησιμοποιείται 
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συγκέντρωση 3 mΜ). Απουσία ελεύθερου μαγνησίου στην αντίδραση η 
DNA  πολυμεράση θα είναι ανενεργή, καθώς μετέχουν στη διαδικασία 
υβριδισμού των εκκινητών.   
 Το ρυθμιστικό διάλυμα της αντίδρασης της PCR είναι υπεύθυνο για την 
δημιουργία ενός περιβάλλοντος με κατάλληλο pH και ιοντική ισχύ για 
βέλτιστη δραστικότητα της DNA πολυμεράσης. Λόγω των διαφορετικών 
απαιτήσεων των διάφορων DNA πολυμερασών  τα ρυθμιστικά διαλύματα 
της αντίδρασης διατίθενται συνήθως μαζί με την DNA πολυμεράση και πιο 
συχνά ως συμπυκνωμένο διάλυμα 10Χ. 
 Οι εκκινητές (primers)είναι συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια, συνήθως 18-24 
βάσεων, τα οποία χρησιµοποιούνται από την πολυμεράση ως εναρκτήρια 
τμήματα για την σύνθεση του DNA. Σχεδιάζονται κατά τέτοιο τρόπο ώστε 
να υβριδοποιούνται (προσδένονται) στα άκρα της αλληλουχίας-στόχου µε 
το ελεύθερο 3΄ υδροξύλιό τους προσανατολισμένο προς το εσωτερικό του 
τµήµατος DNA που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί κατά την αντίδραση PCR. 
Ο σωστός σχεδιασμός των εκκινητών αποτελεί µια κρίσιµη παράµετρο για 
την επιτυχία της αντίδρασης. Οι δύο εκκινητές πρέπει να έχουν 
παραπλήσια θερμοκρασία αποδιάταξης (Τm) ώστε να υβριδοποιούνται στα 
άκρα της αλληλουχίας-στόχου στην ίδια θερμοκρασία. Προσοχή θα πρέπει 
να δοθεί στην ακολουθία των νουκλεοτιδίων των εκκινητών ώστε να 
αποφευχθεί η συμπληρωματικότητα και ο υβριδισμός μεταξύ τους (primer-
dimer). Για τον σχεδιασμό της αλληλουχίας των εκκινητών, υπάρχουν 
διαθέσιμα λογισμικά για την ανάλυση των αλληλουχιών-στόχων, και με 
βάση αυτά είναι δυνατός ο ακριβής σχεδιασμός των εκκινητών.  
      Η συγκέντρωση των εκκινητών στις αντιδράσεις της Real-time PCR, 
εξαρτάται κυρίως από το είδος της φθορίζουσας χρωστικής ουσίας που 
χρησιμοποιείται. Για την SYBR Green I, χαμηλές σχετικά συγκεντρώσεις (50-
300nM) θεωρούνται πιο κατάλληλες, γιατί έτσι αποφεύγεται ο υβριδισμός 
μεταξύ των εκκινητών. Με την χρήση εσωτερικών ανιχνευτών (probes, πχ 
TaqMan), οι συγκεντρώσεις των εκκινητών είναι υψηλότερες 50-900nM. 
Οπωσδήποτε όμως, θα πρέπει σε κάθε αντίδραση, να γίνουν κατάλληλες 
δοκιμασίες για την επιλογή κατάλληλης συγκέντρωσης των εκκινητών.  
 
    Mε την συμβατική PCR, μπορεί να βελτιωθεί σημαντικά ο ποσοτικός 
προσδιορισμός, εάν ενσωματώσουμε εσωτερικό ανιχνευτή φθορισμού και στο 
τέλος της αντίδρασης της PCR μετρήσουμε την ένταση του φθορισμού, και 
συσχετίσουμε την ποσότητα των τελικών προϊόντων  με την ένταση φθορισμού. 
Έτσι το σημείο στο οποίο επιλέγεται να μετράται η ένταση φθορισμού, 
προκειμένου να υπολογιστεί η αρχική ποσότητα DNA από το πρότυπο δείγμα, 
μπορεί να είναι: 
 είτε στο τέλος της αντίδρασης (συμβατική ημι-ποσοτική μέθοδος QPCR)  
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 είτε  ενδιάμεσα ενώ η διαδικασία της ενίσχυσης είναι σε εξέλιξη, την  Real -
Time PCR. 
     Στην  ποσοτική  ανάλυση με τη συμβατική PCR, τα αποτελέσματα φθορισμού 
συλλέγονται στο τέλος εφόσον έχει ολοκληρωθεί η αντίδραση ενίσχυσης συνήθως 
μετά από 30-40 κύκλους και αυτή η τελική ένταση φθορισμού χρησιμοποιείται για 
το υπολογισμό προς τα πίσω, της ποσότητας DNA που υπήρχε στο αρχικό (πριν τη 
PCR) πρωτότυπο δείγμα. Τα αποτελέσματα αυτής της μεθόδου ποσοτικού 
προσδιορισμού είναι ωστόσο σχετικά ασυνεπή, επειδή η αποδοτικότητα της 
αντίδρασης της PCR, μπορεί να μειωθεί στους τελευταίους κύκλους της ενίσχυσης, 
καθώς εξαντλούνται τα αντιδραστήρια και συσσωρεύονται αναστολείς της 
αντίδρασης.  Αυτές οι επιδράσεις από δείγμα σε δείγμα, μπορεί να διαφέρουν ώστε 
να έχουν ως αποτέλεσμα διαφορετικές τιμές φθορισμού που δεν θα σχετίζονται με 
τις αρχικές πρότυπες συγκεντρώσεις. 
     Στην εικόνα 6.2, τα δεδομένα αφορούν τιμές φθορισμού κατά την τελική 
αντίδραση της PCR. Παρατηρούμε ότι παρουσιάζουν μεγάλη διασπορά, δεν είναι 
ούτε ομοιόμορφα, ούτε ικανοποιητικά επαναλήψιμα,  ακόμα κι αν πρόκειται για  
ίδια δείγματα DNA. Έτσι δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν για ακριβείς μετρήσεις 
ποσοτικής ανάλυσης, παρά μόνο για ποιοτικές αναλύσεις. 
     
         
 
Εικόνα 6.2. Ποσοτική ανάλυση με συμβατική PCR, με 96 ταυτόσημες αντιδράσεις. 
Φαίνεται η μεγάλη διακύμανση τιμών όσο προχωρά η αντίδραση. 
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 Με την Real-Time PCR, γίνεται ένας συνδυασμός των βασικών αρχών αντιδράσεων 
της συμβατικής PCR, με την δυνατότητα ανίχνευσης και συνεχούς ελέγχου των 
προϊόντων της αντίδρασης που συσσωρεύονται σε κάθε κύκλο αναδιπλασιασμού 
(Houghton et al., 2006). Σε σχέση με την συμβατική PCR, παρουσιάζει μεγαλύτερη 
ακρίβεια, επιτρέποντας την ανίχνευση μικρότερων ποσοτήτων των αλληλουχιών-
στόχων. 
    Η βασική αρχή είναι η χρήση, μιας φθορίζουσας ουσίας, στην αντίδραση, που 
μπορεί να είναι, είτε μια φθορίζουσα χρωστική ουσία η οποία φθορίζει όταν 
δεσμευτεί στο δίκλωνο DNA, είτε κατάλληλα σημασμένος με φθορίζουσα χρωστική 
ανιχνευτής (probe), ο οποίος όταν υβριδιστεί με την κατάλληλη αλληλουχία που 
μας ενδιαφέρει, τότε απενεργοποιείται ο αναστολέας φθορισμού και φθορίζει. Oι 
τιμές της έντασης φθορισμού, οι οποίες είναι ανάλογες με τα προϊόντα που 
παράγονται σε κάθε κύκλο της αντίδρασης, λαμβάνονται σε κάθε κύκλο (σε 
πραγματικό χρόνο-in “real time”),   κατά την πορεία της αντίδρασης ενίσχυσης. Έτσι 
σε κάθε κύκλο της αντίδρασης η ένταση φθορισμού αυξάνει αναλογικά με την 
αύξηση της συγκέντρωσης του αναδιπλασιασμένου DNA.  
        Η ένταση φθορισμού λοιπόν, αντανακλά την ποσότητα των σχηματισμένων 
προϊόντων. Με αυτόν τον τρόπο μπορεί να γίνει ποσοτικός προσδιορισμός του 
πρότυπου δείγματος, ο οποίος βασίζεται στις τιμές φθορισμού κατά την εκθετική 
φάση της ενίσχυσης DNA, πριν εξαντληθούν τα αντιδραστήρια ή συσσωρευτούν 
αναστολείς ή η απενεργοποίηση της πολυμεράσης αρχίσει πλέον να επιδρά 
αρνητικά στην αποτελεσματικότητα της ενίσχυσης. Οι τιμές φθορισμού σ΄ αυτά  τα 
πρώιμα στάδια της εκθετικής φάσης ενίσχυσης μπορούν να αποτελέσουν ένα 
αξιόπιστο και επαναλήψιμο μέτρο ποσοτικού προσδιορισμού, των ενισχυμένων 
ποσοτήτων DNA από το πρότυπο δείγμα.     
    Η συλλογή των μετρήσεων των δεδομένων φθορισμού, για κάθε δείγμα, σε κάθε 
κύκλο της αντίδρασης, γίνεται αυτόματα από κατάλληλο σύστημα, ανίχνευσης 
φθορισμού, PCR καταγραφής και επεξεργασίας των δεδομένων από Η/Υ που είναι 
εφοδιασμένο με κατάλληλο λογισμικό.  
    Τα διαγράμματα που προκύπτουν συσχετίζουν την ένταση φθορισμού με κάθε 
κύκλο αναδιπλασιασμού DNA, για κάθε δείγμα, έχοντας  καθορίσει ένα υπόβαθρο 
φθορισμού, ως κοινό σημείο εκκίνησης (baseline correction). Παράλληλα 
καθορίζεται το κρίσιμο επίπεδο φθορισμού (threshold level), πάνω από το 
υπόβαθρο, εντός της γραμμικής φάσης της αντίδρασης αναδιπλασιασμού για κάθε 
διάγραμμα. Από τα διαγράμματα, ο κύκλος της αντίδρασης, που αντιστοιχεί στο 
κρίσιμο επίπεδο φθορισμού ονομάζεται κρίσιμος κύκλος αντίδρασης (Ct, threshold 
cycle). Το σημείο Ct συσχετίζεται με την επιζητούμενη αρχική συγκέντρωση του 
πρότυπου δείγματος. Όσο μεγαλύτερη είναι η αρχική συγκέντρωση σε ένα δείγμα, 
τόσο πιο χαμηλό είναι το  Ct  σημείο. Το λογισμικό του συστήματος προσδιορίζει 
αυτόματα το σημείο  Ct για κάθε δείγμα, κατόπιν κατάλληλων ρυθμίσεων  των 
παραμέτρων  
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( Εικ. 6.3). 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 6.3. Καθορισμός του κρίσιμου κύκλου της αντίδρασης Ct. 
 
     Για να είναι πιο ακριβή τα αποτελέσματα, στις αντιδράσεις της Real-Time PCR, 
θα πρέπει να χρησιμοποιηθούν δείγματα ελέγχου. Αυτά διακρίνονται σε θετικά ή 
αρνητικά δείγματα. Τα θετικά δείγματα ελέγχου, δίνουν συνεχείς 
αναδιπλασιασμούς με παραγωγή προϊόντων, άρα και συνεχή αναλογική αύξηση 
στην ένταση φθορισμού, ενώ σε διαφορετική περίπτωση θα υποδηλώνει κάποιο 
πρόβλημα στην αντίδραση ή στα χρησιμοποιούμενα αντιδραστήρια. Τα αρνητικά 
δείγματα ελέγχου αντίθετα δεν δίνουν προϊόντα αναδιπλασιασμού, άρα δεν 
παρατηρείται αύξηση φθορισμού, ενώ σε διαφορετική περίπτωση, υποδηλώνει 
πιθανή επιμόλυνση των δειγμάτων, μη ειδικό σχηματισμό προϊόντων ή 
υποβάθμιση ανιχνευτών. Τα αρνητικά δείγματα περιέχουν όλα τα υλικά του 
διαλύματος αντίδρασης, εκτός του DNA (συνήθως χρησιμοποιείται νερό αντί του 
αντίστοιχου όγκου DNA). 
       Για τους σκοπούς της παρούσας εργασίας, χρησιμοποιήθηκαν αρνητικά 
δείγματα, δηλ δείγματα χωρίς  παρουσία DNA, μαζί με τα προς εξέταση δείγματα.     
Η  διαφορά που υπάρχει ανάμεσα στις διάφορες συσκευές Real Τime PCR, 
είναι το λογισμικό που διαθέτει η κάθε συσκευή για την ανάλυση των δεδομένων 
και το σύστημα ανίχνευσης της χρησιμοποιούμενης χρωστικής φθορισμού (Gene-
Quantification). Η συσκευή που χρησιμοποιήθηκε για την διεξαγωγή του 
πειράματος της παρούσας εργασίας είναι το μοντέλο MX Pro 3005 P της εταιρείας 
Stratagene  (Εικ. 6.4). 
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Εικόνα 6.4. Διάγραμμα με τον βασικό τρόπο λειτουργίας γενικά όλων των συσκευών Real Time 
PCR (Fraga, 2008). 
 
6.5.1 Πρότυπη καμπύλη αναφοράς 
 
    Σε πειράματα στα οποία επιζητείται απόλυτος ποσοτικός προσδιορισμός με την 
Real-Time PCR, είναι απαραίτητο να κατασκευαστεί πρότυπη καμπύλη αναφοράς.  
    Από ένα αρχικό δείγμα γνωστής συγκέντρωσης DNA, κάνοντας τις κατάλληλες 
αραιώσεις, τότε είναι δυνατό να σχεδιάσουμε μια πρότυπη καμπύλη, που  
συσχετίζει τις τιμές  Ct για κάθε αραίωση, με το λογάριθμο της συγκέντρωσης του 
αραιωμένου δείγματος. Με την προϋπόθεση ότι οι αραιώσεις έχουν γίνει με 
ακρίβεια και η αποτελεσματικότητα του αναδιπλασιασμού δεν μεταβάλλεται μέσα 
στο εύρος των συγκεντρώσεων των δειγμάτων, τότε η πρότυπη καμπύλη αναφοράς 
που προκύπτει είναι μια ευθεία γραμμή.  
    Συγκρίνοντας τις τιμές Ct των άγνωστων δειγμάτων με την πρότυπη καμπύλη, 
μπορούμε να προσδιορίσουμε την συγκέντρωσή τους. Εικ. 6.5. 
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Εικόνα 6.5. Πρότυπη καμπύλη αναφοράς  
 
     Για να είναι ακριβής ο ποσοτικός προσδιορισμός των αγνώστων δειγμάτων, θα 
πρέπει οι τιμές των Ct που δίνουν, να εμπίπτουν μέσα  στο εύρος των 
συγκεντρώσεων της πρότυπης καμπύλης αναφοράς στο οποίο αυτή είναι ευθεία 
γραμμή. Εάν η καμπύλη αναφοράς τείνει να γίνει μη γραμμική σε πολύ μικρές 
συγκεντρώσεις, τότε αυτό υποδηλώνει ότι έχει φτάσει στο όριο ανίχνευσης για την 
συγκεκριμένη δοκιμή. Η γραμμικότητα της καμπύλης, υποδηλώνεται με το 
συντελεστή συσχέτισης R2 , οι τιμές του  οποίου πρέπει να είναι R>0,985.  
     Από την άλλη η γραμμικότητα της καμπύλης αναφοράς, υποδηλώνει ότι η 
απόδοση του αναδιπλασιασμού (Efficiency, E) σε κάθε κύκλο της αντίδρασης είναι 
σταθερή και θα πρέπει να είναι μεταξύ 90-110%. Απόδοση της αντίδρασης 
(Efficiency, E) 100%, σημαίνει τέλειο αναδιπλασιασμό σε κάθε κύκλο της 
αντίδρασης. Η απόδοση μπορεί να υπολογιστεί από την κλίση της καμπύλης 
αναφοράς με την   σχέση: 
E(Efficiency)=10
(-1/slope)-1 
    Εάν η απόδοση είναι  χαμηλή<90%, ή υψηλή> 110%, σημαίνει ότι η αντίδραση 
τείνει να επιβραδυνθεί, παρουσία αναστολέων, μη ιδανικών εκκινητών ή ύπαρξη 
μη ευνοϊκών συνθηκών αντίδρασης. Τιμές αποτελεσματικότητας υψηλές> 110%, 
δηλώνει πιθανά πειραματικά σφάλματα (πχ ακατάλληλα αντιδραστήρια, μη σωστές 
αραιώσεις). 
    Λαμβάνοντας λοιπόν υπόψη όλα τα παραπάνω για την βελτιστοποίηση της 
αντίδρασης της καμπύλης αναφοράς αλλά και των δειγμάτων, μπορούμε να 
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συγκρίνουμε τις τιμές Ct των δειγμάτων  και από την καμπύλη αναφοράς, να 
υπολογίσουμε την αρχική συγκέντρωση του υπό μελέτη δείγματος. 
     Συμπερασματικά τα πλεονεκτήματα της Real-time PCR είναι (Broadmann & 
Moor, 2003, Chisholm et al., 2008): 
 Η δυνατότητα  ποσοτικού προσδιορισμού σε πρώιμα στάδια της αντίδρασης 
PCR, που είναι και πιο ακριβής σε σχέση με το τελικό στάδιο της 
αντίδρασης. 
 Τα δεδομένα φθορισμού συλλέγονται απευθείας από το όργανο της  Real-
time PCR, αποφεύγοντας την ανάγκη για ηλεκτροφόρηση. 
 Η μεγάλη ταχύτητα  των αναλύσεων, επιτρέποντας την πραγματοποίηση 
αναλύσεων ρουτίνας πολλαπλών δειγμάτων με υψηλή απόδοση. 
 Η σημαντική μείωση της πιθανότητας μόλυνσης των μειγμάτων της PCR με 
μόρια του DNA στόχου, εξαιτίας του ότι τα σωληνάρια της αντίδρασης 
παραμένουν κλειστά κατά τη διάρκεια της αντίδρασης.       
 
6.5.2 Αναλυτικές μέθοδοι για την Real Time PCR με βάση τις φθορίζουσες 
χρωστικές ουσίες . 
 
     Υπάρχουν πολλές φθορίζουσες χρωστικές ουσίες που χρησιμοποιούνται στις 
αντιδράσεις της  Real-time PCR, οι οποίες χωρίζονται σε δυο κύριες κατηγορίες: 
1) Φθορίζουσες χρωστικές που παρεμβάλλονται μη ειδικά στο δίκλωνο DNA. 
2) Εξειδικευμένοι εσωτερικοί ανιχνευτές (probes) 
Για τον σκοπό αυτής της μελέτης πραγματοποιήθηκαν δύο είδη αντιδράσεων με 
χρήση δύο διαφορετικών φθοριζουσών χρωστικών. 
Η πρώτη κατηγορία αντιδράσεων, περιελάμβανε την χρήση της SYBR Green  ως 
φθορίζουσας χρωστικής ενώ στη δεύτερη κατηγορία έγινε χρήση εσωτερικού 
ανιχνευτή (probe).   
1. Μη ειδικά DNA δεσμευόμενη χρωστική, όπως η SYBR Green, η οποία 
φθορίζει όταν δεσμευτεί στο δίκλωνο μόριο DNA. Κατά την αντίδραση 
αναδιπλασιασμού DNA της PCR, καθώς αυξάνει η ποσότητα δίκλωνου DNA, 
αναλογικά αυξάνει και η ένταση φθορισμού. Η ιδιότητα αυτή παρέχει τη 
δυνατότητα ιχνηλάτησης των προϊόντων DNA που συσσωρεύονται κατά την 
αντίδραση της PCR. Έτσι η αύξηση της συγκέντρωσης δίκλωνου DNA μπορεί 
να προσδιοριστεί απευθείας αφού συνδέεται με αύξηση του σήματος 
φθορισμού (Εικ 6.6). 
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Εικόνα 6.6. Μηχανισμός ανίχνευσης με χρήση SYBR Green I. Όταν η χρωστική βρίσκεται ελεύθερη 
στο διάλυμα δεν παράγεται φθορισμός. Η ενσωμάτωσή της στο DNA κατά τη σύνθεσή του σε 
συνδυασμό με τη διέγερσή της με ακτινοβολία κατάλληλου μήκους κύματος, έχει ως αποτέλεσμα 
την παραγωγή φθορισμού. Η ένταση του φθορισμού αυτού είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του 
παραγόμενου προϊόντος. 
 
    Μειονέκτημα από τη χρήση της   SYBR Green I, είναι ότι μπορεί να συνδέεται με 
κάθε δίκλωνο DNA, άρα η εξειδίκευσή της για συγκεκριμένη ακολουθία DNA, 
μπορεί να επιτευχθεί μόνο με χρήση κατάλληλων εκκινητών (primers). 
    Μία ακόμη δυνατότητα που παρέχει η μεθοδολογία της Real Time PCR με SYBR 
Green I είναι η κατασκευή της καμπύλης αποδιάταξης (Melting curve ή Dissociation 
curve) με την οποία μπορεί να γίνει αξιολόγηση των προϊόντων της αντίδρασης, να 
δούμε δηλαδή αν τα προϊόντα είναι τα επιθυμητά ή όχι. 
    Κατά την πορεία της  ενίσχυσης, καθώς αυξάνει η θερμοκρασία της αντίδρασης, 
είναι δυνατόν το δίκλωνο DNA, στο οποίο έχει δεσμευτεί η φθορίζουσα χρωστική 
SYBR Green I, να αποδιαταχθεί και η ένταση φθορισμού να μειωθεί, σαν 
αποτέλεσμα της αποδέσμευσής της από το δίκλωνο DNA. Η θερμοκρασία 
αποδιάταξης DNA εξαρτάται από το μέγεθός του και την αλληλουχία των βάσεων. 
Αυτό σημαίνει ότι εάν τα προϊόντα της PCR αποτελούνται από ομοιογενή μόρια 
DNA με ίδιο μέγεθος και  αλληλουχία βάσεων τότε θα ανιχνευθεί μία θερμική 
μετάπτωση. Σε διαφορετική περίπτωση, η παρουσία περισσότερων ειδών 
προϊόντων PCR, θα δώσουν και αντίστοιχες πολλαπλές θερμικές μεταπτώσεις της 
έντασης φθορισμού. Με τον τρόπο αυτό η  καμπύλη αποδιάταξης (dissociation 
curve), που προκύπτει από την ένταση φθορισμού σε συνάρτηση με την 
θερμοκρασία, χρησιμοποιείται για τον διαχωρισμό των προϊόντων της PCR, και 
βασίζεται στην διαφορετική για κάθε προϊόν θερμοκρασία μετάπτωσης Tm (melting 
temperature). 
    Το διάγραμμα της μεταβολής της έντασης φθορισμού σε σχέση με την αύξηση 
της θερμοκρασίας, αποτελεί την καμπύλη αποδιάταξης  (Εικ. 6.7). 
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Εικόνα 6.7. Καμπύλη αποδιάταξης 
    Χρησιμοποιώντας την αρνητική παράγωγο της μεταβολής της έντασης 
φθορισμού σε σχέση με την μεταβολή της θερμοκρασίας (-ΔF/ΔΤ), έχουμε πιο 
καθαρή εικόνα της δυναμικής της αποδιάταξης.  Επειδή η θερμοκρασία 
αποδιάταξης των νουκλεϊκών οξέων εξαρτάται από το μέγεθος της αλληλουχίας 
των βάσεων, από την περιεκτικότητα σε GC, και από τις αναντιστοιχίες των βάσεων, 
μεταξύ άλλων παραγόντων, διαφορετικά προϊόντα μπορούν να διαχωριστούν, χάρη 
στη διαφορετική θερμοκρασία αποδιάταξής τους (εμφάνιση διαφορετικών 
κορυφών στο διάγραμμα).  Έτσι λοιπόν η καμπύλη αποδιάταξης είναι μια απλή και 
αξιόπιστη μέθοδος για τον διαχωρισμό των παραγόμενων προϊόντων και τον 
έλεγχο της εξειδίκευσης των  αντιδράσεων της Real-time PCR, αλλά και για να 
ελεγχθεί η πιθανότητα  υβριδισμού μεταξύ των εκκινητών (primer-dimer). Ο 
διαχωρισμός των προϊόντων των αντιδράσεων της Real-Time PCR, με την καμπύλη 
αποδιάταξης, καθιστά πλέον περιττή την διαδικασία της ηλεκτροφόρησης με 
αγαρόζη (Εικ. 6.8). 
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Εικόνα 6.8 Καμπύλη αποδιάταξης που προκύπτει ως αρνητική παράγωγος της μεταβολής της 
έντασης φθορισμού ως προς τη μεταβολή της θερμοκρασίας(-ΔF/ΔT).    
 
    Η ανάλυση για την καμπύλη αποδιάταξης μπορεί να πραγματοποιηθεί  στην Real-
time PCR, μόνο όταν η αντίδραση χρησιμοποιεί  ως φθορίζουσα χρωστική την SYBR 
Green, ενώ με την χρήση διπλά επισημασμένου εσωτερικού ανιχνευτή (probe), δεν 
μπορεί να υλοποιηθεί, επειδή προκαλείται μη αντιστρεπτή αλλαγή στον μηχανισμό 
εκπομπής φθορισμού, εξαιτίας της διάσπασης του ανιχνευτή (probe) και 
απελευθέρωσής του στο διάλυμα. 
Για την διαδικασία της  Real Time PCR με την χρωστική SYBR Green το πρώτο 
βήμα είναι η δημιουργία ενός κοινού διαλύματος (master mix). Τα διαλύματα που 
χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις παρουσιάζονται στους Πίνακες 6.4, 6.5 και 6.6.  
 
Πίνακας 6.4. Συστατικά αντίδρασης Real Time PCR με SYBR Green και 
συγκέντρωση εκκινητών 200 nM από αρχικό διάλυμα εκκινητών 10 μΜ. 
Αντιδραστήρια  Ποσότητες  
SYBR Green 21.7 μl 
Primer Fw (200nM) 0.86 μl 
Primer Rv (200nM) 0.86 μl 
ddH2O 16.88 μl 
DNA 3 μl 
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Πίνακας 6.5.  Συστατικά αντίδρασης Real Time PCR με SYBR Green και 
συγκέντρωση εκκινητών 300 nM από αρχικό διάλυμα εκκινητών 10 μΜ. 
 
Αντιδραστήρια  Ποσότητες  
SYBR Green 21.7 μl 
Primer Fw (300nM) 1.3 μl 
Primer Rv (300nM) 1.3 μl 
ddH2O 16 μl 
DNA 3 μl 
 
 
Πίνακας 6.6. Συστατικά αντίδρασης Real Time PCR με SYBR Green και 
συγκέντρωση εκκινητών 300 nM Fw και  400nM Rv,από αρχικό διάλυμα 
εκκινητών 10 μΜ. 
Αντιδραστήρια  Ποσότητες  
SYBR Green 21.7 μl 
Primer Fw (300nM) 1.3 μl 
Primer Rv (400nM) 1.7 μl 
ddH2O 15.6 μl 
DNA 3 μl 
 
Στην συνέχεια προσθέτουμε 3 μl DNA στα eppendorf και μοιράζουμε σε κάθε 
eppendorf που περιέχει το DNA, από 40μl του master mix. Επίσης, σε ένα 
eppendorf το οποίο δεν περιέχει DNA βάζουμε master mix (μάρτυρας) ώστε να 
συγκρίνουμε το προϊόν PCR με τον μάρτυρα. Αμέσως μετά χωρίζουμε την ποσότητα 
του κάθε eppendorf στην μέση, δηλαδή 20 μl και την τοποθετούμε στα ειδικά 
eppendorf για την Real Time PCR και τα τοποθετούμε στην συσκευή η οποία 
προγραμματίζεται να εκτελέσει το επιθυμητό πρόγραμμα  θερμοκρασίας / χρόνου 
για 30 κύκλους, συμπεριλαμβάνοντας και ένα τελικό πρόγραμμα για την καμπύλη 
αποδιάταξης (dissociation curve). 
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95οC για 3min                  αρχικό στάδιο αποδιάταξης 
95oC για 30sec 
61oC για 1 min             για 30 κύκλους 
72oC για 1 min  
95oC για 1 min 
55oC για 30sec               συνέχεια για καμπύλη αποδιάταξης  
95oC για 30sec 
 
2. Εσωτερικός Ανιχνευτής (probe), που περιλαμβάνει  ειδική ακολουθία ολιγο-
νουκλεοτιδίων,  διπλά επισημασμένος, με φθορίζουσα χρωστική στο 5΄άκρο και 
έναν επιλεκτικό αναστολέα φθορισμού στο 3’ άκρο (πχ.Taqman), που παρέχει 
μεγαλύτερη  εξειδίκευση ανίχνευσης. 
    Ο μηχανισμός λειτουργίας  είναι ότι απουσία ειδικής αλληλουχίας στην 
αντίδραση ο ανιχνευτής δεν υβριδίζεται, ενεργοποιείται ο αναστολέας φθορισμού 
και δεν φθορίζει. Όταν όμως υβριδιστεί με την κατάλληλη αλληλουχία που μας 
ενδιαφέρει, τότε απενεργοποιείται ο αναστολέας φθορισμού και φθορίζει. Ο 
ανιχνευτής σχεδιάζεται ώστε να υβριδίζεται στον ένα κλώνο συμπληρωματικής  
ακολουθίας,  μετά από τον έναν από τους δυο εκκινητές, πάντα ανάμεσά τους. Η 
Taq DNA πολυμεράση δρα ως 5΄-3΄νουκλεάση και καθως η πολυμεράση, συναντά 
το 5΄άκρο του ανιχνευτή το αποδομεί ελευθερώνοντας την φθορίζουσα χρωστική η 
οποία πλέον φθορίζει καθώς δεν συνδέεται πλέον με τον αναστολέα  (Εικ.6.9). 
   Η ένταση φθορισμού που ανιχνεύεται σχετίζεται άμεσα με την ποσότητα του 
αναδιπλασιασμένου DNA που προκύπτει σε κάθε κύκλο της PCR.  
Το σημαντικότερο πλεονέκτημα του εσωτερικού ανιχνευτή σε σχέση με την SYBR 
Green I, είναι ότι πολλαπλοί ανιχνευτές μπορούν να επισημανθούν με διαφορετικές 
φθορίζουσες χρωστικές ιχνηθέτησης, να συνδυαστούν για να ανιχνευθούν 
περισσότερες από μια ακολουθίες νουκλεοτιδίων σε μία μόνο αντίδραση, 
πολλαπλή ποσοτική ανάλυση. 
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Εικόνα 6.9. Μηχανισμός λειτουργίας γραμμικού ανιχνευτή (TaqMan) 
   Τα είδη εσωτερικών ανιχνευτών μπορεί να είναι είτε γραμμικοί (TaqMan), είτε να 
έχουν δομή βρόγχου (Structure Probes, Molecular Beacons). Για τους σκοπούς της 
εργασίας αυτής,  χρησιμοποιήθηκε γραμμικός ανιχνευτής (ΤaqMan) 
  Για την διαδικασία της  Real Time PCR με ανιχνευτές Τaqman το πρώτο βήμα 
είναι η παρασκευή ενός κοινού διαλύματος (master mix) το οποίο θα περιέχει, ανά 
δείγμα, τις ποσότητες αντιδραστηρίων που παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.7. Το 
διάλυμα παρασκευάζεται ανάλογα με τον αριθμό των δειγμάτων. 
Πίνακας 6.7.  Συστατικά αντίδρασης Real Time PCR με Taqman Probe και 
συγκέντρωση εκκινητών 300 nM από αρχικό διάλυμα Probe και εκκινητών, 
συγκέντρωσης  10 μΜ. 
Αντιδραστήρια  Ποσότητες  
2X Taqman Probe 21.5 μl 
Primer Fw (300 nM) 1.29 μl 
Primer Rv  (300 nM) 1.29 μl 
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Probe (50 nM) 0.645 μl 
DNA 3 μl 
ddH2O 16.135 μl 
 
Στην συνέχεια προσθέτουμε 3 μl DNA στα eppendorf και μοιράζουμε σε κάθε 
eppendorf που περιέχει το DNA, από 40μl του master mix. Επίσης, σε ένα 
eppendorf το οποίο δεν περιέχει DNA βάζουμε master mix (μάρτυρας) ώστε να 
συγκρίνουμε το προϊόν PCR με τον μάρτυρα. Αμέσως μετά χωρίζουμε την ποσότητα 
του κάθε eppendorf στην μέση δηλαδή 20 μl και την τοποθετούμε στα ειδικά 
eppendorf για την Real Time PCR και τα τοποθετούμε στην συσκευή η οποία 
προγραμματίζεται να εκτελέσει το επιθυμητό πρόγραμμα θερμοκρασίας /χρόνου 
για 30 κύκλους. 
 
95oC για 5 min 
95oC για 30 sec               
60oC για 1 min       30 κύκλοι 
72oC για 1 min 
 
     Στην Εικόνα 6.10, δίνονται οι αλληλουχίες του γονιδίου 12S rRNA  στο 
μιτοχονδριακό DNA ορισμένων ειδών ζώων, κτηνοτροφικού ενδιαφέροντος, μεταξύ 
των οποίων και τα υπό μελέτη είδη στην παρούσα εργασία. Θέλαμε να 
χρησιμοποιήσουμε μία αντίδραση TaqMan για όλα τα προς εξέταση είδη κρέατος 
(γαλοπούλα, κοτόπουλο, μοσχάρι και χοιρινό). Εντοπίσαμε την περιοχή στο 12S 
RNA στην οποία έχουμε έναν κοινό ανιχνευτή για όλα τα είδη και διαφορετικούς 
εκκινητές. 
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Εικόνα 6.10. Αλληλουχίες βάσεων στο 12S RNA των mt DNA διάφορων ειδών 
κρέατος,  με κοινή περιοχή για κοινό ανιχνευτή.  
 
 
7. Αποτελέσματα 
7.1. Απομόνωση DNA 
Η απομόνωση του DNA έγινε με την διαδικασία που έχει αναφερθεί στο 
προηγούμενο κεφάλαιο και ο έλεγχος των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με  
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Στην Εικόνα 7.1 παρουσιάζονται ενδεικτικά 
τα αποτελέσματα της απομόνωσης σε πήκτωμα αγαρόζης. 
 
 
ΑΝΙΧΝΕΥΤΗΣ 
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Εικόνα 7.1. Απομόνωση DNA μείγματος ιστού γαλοπούλας με κοτόπουλο. Οι 
σχετικές συγκεντρώσεις των δειγμάτων παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.1.  
 
Η ένταση της φωτεινότητας και το πάχος κάθε ζώνης αποτελούν ένδειξη της 
ποσότητας του DNA που απομονώθηκε. Η ποσότητα που βρέθηκε είναι 
ικανοποιητική  για όλα τα δείγματα, οπότε προχωρήσαμε στη PCR.   
 
7.2. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
 
Στην συνέχεια με PCR πολλαπλασιάσαμε τμήμα του γονιδίου 12s RNA του 
μιτοχονδρίου για όλα τα δείγματα και κάναμε έλεγχο αν το τμήμα αυτό 
πολλαπλασιάζει αλληλουχίες άλλων ειδών. Τα προϊόντα της PCR 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 2% παράλληλα με μάρτυρα τμημάτων 
γνωστών μοριακών μεγεθών, για τον έλεγχο της ενίσχυσης του επιθυμητού 
τμήματος του γονιδίου 12S rRNA και την εκτίμηση του μεγέθους του προϊόντος 
PCR. Στην Εικόνα 7.2 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα ενίσχυσης του γονιδίου 12S 
rRNA σε διαφορετικά είδη ζώων. 
 
  1       2        3         4        5         6        7         8        9       10       11 
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Εικόνα 7.2. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR σε πηκτή αγαρόζης. 1. Χοιρινό 2. 
Μοσχάρι 3. Κοτόπουλο 4. Γαλοπούλα 5. Πρόβατο 6. Κατσίκι 7. Άλογο 8. Χοιρινό-
μοσχάρι 9. Κοτόπουλο-γαλοπούλα 10. Πρόβατο- κατσίκι 
 
Από την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR παρατηρούμε ότι οι εκκινητές 
που χρησιμοποιήσαμε πολλαπλασιάζουν αλληλουχίες DNA γαλοπούλας (4) και 
μείγματος κοτόπουλου με γαλοπούλα (9) και καμία άλλη αλληλουχία από τα άλλα 
είδη. 
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η 
δημιουργία καμπύλης αναφοράς με την μέθοδο της Real Time PCR και την χρήση 
ανιχνευτών Taqman. Για να φτάσουμε στον σκοπό μας χρειάστηκε να περάσουμε 
από τα παρακάτω στάδια. 
7.3. Έλεγχος συγκέντρωσης εκκινητών (Fw, Rv) 
 
Πρώτα έπρεπε να ελεγχθεί ποια θα ήταν η επιθυμητή συγκέντρωση εκκινητών 
(Fw, Rv) και η οποία θα μας έδινε και την καλύτερη απόδοση αντίδρασης. Γι’ αυτόν 
τον λόγο δημιουργήθηκαν τρεις αντιδράσεις, στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν 
διαδοχικές αραιώσεις DNA κρέατος γαλοπούλας που φαίνονται στο Πίνακα 12 και 
τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις εκκινητών (200nM, 300nM, 300/400nM). Το 
περιεχόμενο των τριών αντιδράσεων φαίνεται στους Πίνακες 6.4-6.6. Για το σκοπό 
αυτό χρησιμοποιήσαμε στην αντίδραση  με την μέθοδο της Real Time PCR την 
χρωστική SYBR Green και πήραμε τα  αποτελέσματα του Πίνακα 7.1.  
 
 
 
   1            2            3               4               5            6            7               8              9            10 
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Πίνακας 7.1. Αποτελέσματα Ct (Threshold cycle) από τις διαδοχικές αραιώσεις 
κρέατος γαλοπούλας σε συγκεντρώσεις 300 nM και 400 nM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Από τον Πίνακα 7.1 χρησιμοποιώντας  τους αριθμούς Ct (Threshold cycle) και 
τον λογάριθμο των αραιώσεων κατασκευάσαμε τις καμπύλες του Διαγράμματος 
7.1. Σε όλες τις συγκεντρώσεις εκκινητών η καμπύλες απόδοσης ήταν γραμμικές 
όπως αποδεικνύεται από τους συντελεστές συσχέτισης R2.  
Dilution log dilution Meleagris 
Fw/Rv 
200/200nM 
(Ct) 
Meleagris 
Fw/Rv 
300/300nM 
(Ct) 
Meleagris 
Fw/Rv 
300/400nM 
(Ct) 
0,2 -0,698970004 15.32 14.50 13,57 
0,2 -0,698970004 15.34 14.51 13,79 
0,1 -1 16.16 15.52 14,78 
0,1 -1 16.02 15.59 14,87 
0,02 -1,698970004 18.44 17.60 16,72 
0,02 -1,698970004 18.65 17.61 16,91 
0,01 -2 19.54 18.99 17,54 
0,01 -2 19.44 18.90 17,99 
0,002 -2,698970004 22.02 21.12 20,09 
0,002 -2,698970004 21.85 21.11 20,33 
0,001 -3 23.60 22.36 20,59 
0,001 -3 23.10 22.29 20,78 
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Διάγραμμα 7.1. Καμπύλες απόδοσης της αντίδρασης με χρωστική SYBR Green για 
τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις εκκινητών.  
Από τον πίνακα που ακολουθεί, παρατηρούμε ότι η απόδοση της αντίδρασης 
είναι αρκετά ικανοποιητική αγγίζοντας το 98,2%, πολύ κοντά στο 100%, σε 
συγκεντρώσεις εκκινητών Fw/Rv =300/300 nM. Γι αυτό τον λόγο επιλέγουμε αυτήν 
την συγκέντρωση εκκινητών για να συνεχίσουμε την υπόλοιπη πειραματική πορεία.
  
R2 intercept slope efficiency 
Melagris 200/200 0,997 12,713 -3,4669 0,9429 
Melagris 300/300 0,9981 12,116 -3,3661 0,9819 
Melagris 300/400 0,9967 11,617 -3,0892 1,1072 
7.4.  Έλεγχος για διασταυρούμενη αντιδραστικότητα 
 
Χρησιμοποιώντας την συγκέντρωση εκκινητών η οποία μας έδωσε την 
καλύτερη απόδοση αντίδρασης (300 nΜ) έγινε έλεγχος για την διασταυρούμενη 
αντιδραστικότητα μεταξύ των ειδών χοιρινού, βοδινού, κοτόπουλου και 
γαλοπούλας. Συγκεκριμένα ο έλεγχος έγινε με εκκινητές γαλοπούλας που 
χρησιμοποιήθηκαν τόσο σε DNA γαλοπούλας αλλά και σε DNA από τα υπόλοιπα 
τρία είδη για να ελέγξουμε αν πολλαπλασιάζουν την αλληλουχίες των ειδών αυτών. 
Ο έλεγχος έγινε με την μέθοδο της Real Time PCR χρησιμοποιώντας την χρωστική 
SYBR Green. Παρασκευάστηκε η αντίδραση του Πίνακα 6.5 και για δείγμα 
y = -3,4659x + 12,713 
R² = 0,997 
y = -3,3661x + 12,116 
R² = 0,9981 
y = -3,0892x + 11,617 
R² = 0,9967 
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χρησιμοποιήθηκε DNA από χοιρινό, μοσχάρι, κοτόπουλο και γαλοπούλα σε 
ποσότητα 3μl. Τα αποτελέσματα φαίνονται  στον πίνακα 7.2. 
 
Πίνακας 7.2. Αποτελέσματα Ct (Threshold cycle) με εκκινητές γαλοπούλας (300 
nM) σε DNA από  γαλοπούλα, κοτόπουλο, μοσχάρι, χοιρινό. 
DNA Εκκινητές γαλοπούλας (300 nM), Ct 
Γαλοπούλα 12.33 
 12.33 
Κοτόπουλο 28.99 
 28.97 
Μοσχάρι No Ct 
 No Ct 
Χοιρινό No Ct 
 No Ct 
 
Από το Πίνακα 7.2, παρατηρείται ότι οι εκκινητές γαλοπούλας δεν ανιχνεύουν 
καθόλου DNA χοιρινού και μοσχαριού. Ανιχνεύουν μετά από πολλούς κύκλους (Ct), 
πλησιάζοντας στο τέλος της αντίδρασης, DNA από κοτόπουλο κάτι που μας δίνει το 
δικαίωμα να συνεχίσουμε το πείραμα με τους συγκεκριμένους εκκινητές χωρίς να 
έχουμε το πρόβλημα της διασταυρούμενης αντιδραστικότητας. Προκειμένου να 
αποφύγουμε τελείως το πρόβλημα της διασταυρούμενης αντίδρασης, στη συνέχεια 
περιορίσαμε τον αριθμό κύκλων αντίδρασης στους 30. 
 
7.5. Έλεγχος της συγκέντρωσης εκκινητών σε μείγματα κρέατος 
 
Το επόμενο βήμα ήταν γίνει έλεγχος της απόδοσης της αντίδρασης με 
εκκινητές που είχαν συγκέντρωση 200 nΜ, 300 nM σε μείγματα κρέατος. Για να 
σιγουρευτούμε ότι οι εκκινητές ανιχνεύουν το DNA κρέατος γαλοπούλας και σε 
μικρές ποσότητες μέσα σε μείγματα χρησιμοποιήθηκε DNA από μείγμα το οποίο 
προήλθε από την αναλογία μείγματος 95 mg κοτόπουλο και 5 mg γαλοπούλα. Η 
μέθοδος που ακολουθήθηκε ήταν η Real Time PCR με χρωστική SYBR Green.  
Δημιουργήθηκαν δύο ξεχωριστές αντιδράσεις. Στην πρώτη αντίδραση 
χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές με συγκέντρωση 200 nM (Πίνακας 6.4) και στην 
δεύτερη αντίδραση εκκινητές με συγκέντρωση 300 nM (Πίνακας 6.5) και πήραμε τα 
αποτελέσματα του Πίνακα 7.3. 
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Πίνακας 7.3. Αποτελέσματα Ct (Threshold cycle) από τις διαδοχικές αραιώσεις 
μείγματος  κρέατος γαλοπούλας σε συγκεντρώσεις 200 nM και 300nM 
Dilution log dilution Mel 
200nM 
(Ct) 
Mel 
300nM 
(Ct) 
0,2 -0,698970004 20,45 19,86 
0,2 -0,698970004 20,16 19,76 
0,1 -1 21,73 21,09 
0,1 -1 21,44 19,74 
0,02 -1,698970004 24,13 22,55 
0,02 -1,698970004 23,72 21,92 
0,01 -2 24,64 23,59 
0,01 -2 24,17 23,11 
0,002 -2,698970004 27,52 25,83 
0,002 -2,698970004 26,77 25,47 
0,001 -3  26,87 
0,001 -3 28,25 26,44 
 
Από τον Πίνακα 7.3, χρησιμοποιώντας  τους αριθμούς Ct (Threshold cycle) και 
τις αραιώσεις φτιάχνουμε το Διάγραμμα 7.2 για να βρούμε την κλίση της καμπύλης 
που δημιουργείται και να δούμε αν οι καμπύλη μας είναι γραμμική. Ο συντελεστής 
συσχέτισης (R2) πρέπει να είναι κοντά στο 1 για να είναι γραμμική η καμπύλη μας. 
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Διάγραμμα 7.2. Καμπύλες αναφοράς για συγκέντρωση εκκινητών γαλοπούλας  
                              200 nM και 300 nM 
  
R2 intercept slope efficiency 
Melagris 200nM 0,9874 18,06 -3,35 0,9883 
Melagris 300nM 0,9762 17,43 -3,02 1,1436 
Παρατηρούμε ότι στη μεγαλύτερη συγκέντρωση εκκινητών  αυξάνει η 
απόδοση της αντίδρασης Ε= 1,1436. Αυτό σε συνδυασμό με τον πολύ καλό 
συντελεστή συσχέτισης R2 = 0,9762 μας επιτρέπουν να χρησιμοποιήσουμε τους 
εκκινητές με συγκέντρωση 300 nM για το τελικό στάδιο του πειράματος μας 
δηλαδή για την ποσοτικοποίηση του DNA σε δείγματα, χρησιμοποιώντας πλέον την 
μέθοδο της Real-Time PCR με εσωτερικό ανιχνευτή (probe). 
 
7.6. Έλεγχος διασταυρούμενης αντιδραστικότητας με εσωτερικό ανιχνευτή 
(probe) 
    Αρχικά και πριν την τελική ποσοτικοποίηση δειγμάτων DNA, κρίθηκε απαραίτητο 
να ελεγχτεί αν υπάρχει διασταυρούμενη αντίδραση ενίσχυσης ακολουθιών από 
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εκκινητές γαλοπούλας σε ακολουθίες DNA από τα άλλα είδη (χοιρινό, μοσχάρι, 
κοτόπουλο). Για τον σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκε η αντίδραση του πίνακα 6.7 με 
ανιχνευτή TaqMan, και συγκέντρωση εκκινητών γαλοπούλας 300nM. Τα 
αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 7.4. 
 
 
 
Πίνακας 7.4. Αποτελέσματα αντίδρασης με εσωτερικό ανιχνευτή και εκκινητές 
γαλοπούλας στα τέσσερα είδη κρέατος που χρησιμοποιήθηκαν. 
 
DNA Εκκινητές γαλοπούλας  (300 nM)), Ct 
Γαλοπούλα 19,82 
 21,14 
Κοτόπουλο No Ct 
 No Ct 
Χοιρινό No Ct 
 No Ct 
Μοσχάρι No Ct 
 No Ct 
Αρνητικό  No Ct 
 
Από το Πίνακα 7.4 παρατηρείται ότι οι εκκινητές γαλοπούλας δεν ανιχνεύουν 
καθόλου DNA χοιρινού, μοσχαριού και κοτόπουλου. Το γεγονός αυτό μας επιτρέπει 
να συνεχίσουμε το πείραμα με τους συγκεκριμένους εκκινητές χωρίς να έχουμε το 
πρόβλημα της διασταυρούμενης αντιδραστικότητας. 
 
 
7.7. Ποσοτικοποίηση δειγμάτων DNA  
 
Γνωρίζοντας από την προηγούμενη πειραματική πορεία ότι η καλύτερη απόδοση       
της αντίδρασης Ε=0,9819   προέρχεται από εκκινητές με συγκέντρωση 300 nM  
δημιουργήσαμε την αντίδραση του Πίνακα 6.7 και με την μέθοδο της Real Time PCR 
ορίζοντας την τιμή Threshold=2000 πήραμε τα παρακάτω αποτελέσματα (Πίνακας 
7.5): 
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Πίνακας 7.5. Αποτελέσματα Ct (Threshold cycle), Φθορισμου και ποσότητας DNA 
από τις διαδοχικές αραιώσεις μείγματος  κρέατος γαλοπούλας. 
Αραιώσεις  Ct  Φθορισμός, Ro ng DNA 
0 Νο Ct - 0,00 
0 No Ct - 0,00 
0.05 28,02 2,71 1,47 
0.05 27,45 2,82 1,47 
0.2 21,28 4,67 5,88 
0.2 21,32 4,65 5,88 
0.5 16,16 8,05 14,69 
0.5 16,75 7,50 14,69 
0.8 13,41 11,66 23,50 
0.8 14,97 9,37 23,50 
0.95 11,60 15,54 27,91 
0.95 11,07 17,05 27,91 
 
Οι μαθηματικές εξισώσεις που χρησιμοποιούνται στις περισσότερες μεθόδους 
για την ανάλυση των δεδομένων που λαμβάνονται από την Real Time PCR που 
προέρχονται από τη βασική φόρμουλα που περιγράφει την ενίσχυση PCR στην 
εκθετική φάση της αντίδρασης είναι η εξής:  
Xn = X0 *(E+1)
n 
όπου το Xn είναι ποσότητα του προϊόντος της PCR σε n κύκλους, Χ0 είναι η αρχική 
ποσότητα του εκμαγείου και Ε είναι η απόδοση της αντίδρασης η οποία μπορεί να 
έχει τιμή μεταξύ 0 και 1. Στην Real Time PCR που χρησιμοποιείται φθορισμός 
γίνεται δεκτό ότι η συσσώρευση του φθορισμού της χρωστικής αναφοράς είναι 
ανάλογη προς την συσσώρευση του προϊόντος ενίσχυσης της PCR   και η εξίσωση 
ένα μπορεί να γραφεί  
Rn= R0 * (E+1)
n 
και ο αρχικός φθορισμός υπολογίζεται ως εξής 
R0= Rn / (E+1)
n 
η παράμετρος Rn είναι η ένταση του φθορισμού της χρωστικής αναφοράς σε κύκλο 
n, και η παράμετρος R0 είναι το θεωρητικό σημείο έναρξης του φθορισμού το οποίο 
είναι ανάλογο προς την ποσότητα του αρχικού εκμαγείου. Έτσι, η τιμή R0 
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αντιπροσωπεύει την ποσότητα στόχου που εκφράζεται σε αυθαίρετες μονάδες 
φθορισμού. 
Η ποσότητα (ng) DNA του Πίνακα 7.5 προέρχονται από το γινόμενο της 
ποσότητας του DNA που υπάρχει στα δείγματα με τις αραιώσεις που 
δημιουργήσαμε. 
Από τα δεδομένα του πίνακα 7.5 δημιουργήσαμε δύο διαγράμματα της 
ποσότητας DNA στο δείγμα σε σχέση με με τις τιμές Ct (Διάγραμμα 7.3) και σε 
σχέση με τα επίπεδα φθορισμού R0  (Διάγραμμα 7.4).  
Διάγραμμα 7.3. Καμπύλη αναφοράς της ποσότητας DNA στο δείγμα σε σχέση με  
Ct. 
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Διάγραμμα 7.4. Καμπύλη αναφοράς της ποσότητας DNA στο δείγμα σε σχέση με το 
επίπεδο φθορισμού. 
 
Το Διάγραμμα 7.3 έχει στον άξονα y τους αριθμούς Ct και στον άξονα x την 
ποσότητα DNA. Το Διάγραμμα 7.4 έχει στον άξονα y το επίπεδο φθορισμού και 
στον άξονα x την ποσότητα DNA. Ο συντελεστής συσχέτισης R2 είναι μεγαλύτερος 
στην πρώτη καμπύλη αναφοράς (Ct, ng DNA). Έτσι λοιπόν συμπεραίνουμε ότι  είναι 
προτιμότερο για ποσοτικούς προσδιορισμούς να χρησιμοποιηθεί η καμπύλη 
αναφοράς του Διαγράμματος 7.3  (Threshold cycle) η οποία είναι πιο γραμμική από 
την καμπύλη αναφοράς φθορισμού και μας δίνει πιο αξιόπιστα αποτελέσματα. 
Επίσης από τον Πίνακα 7.5 δημιουργήσαμε ακόμα δυο καμπύλες αναφοράς 
που φαίνονται στα Διαγράμματα 7.5 και 7.6.  
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Διάγραμμα 7.5. Καμπύλη αναφοράς του ποσοστού DNA στο δείγμα σε σχέση με το 
Ct.
Διάγραμμα 7.6. Καμπύλη αναφοράς του ποσοστού DNA στο δείγμα σε σχέση με το 
επίπεδο φθορισμού. 
Η πρώτη (Διάγραμμα 7.5) δημιουργήθηκε από τους αριθμούς Ct (Threshold 
cycle) και από τo ποσοστό DNA στα δείγματα και η δεύτερη από τα επίπεδα 
φθορισμού και το ποσοστό DNA στα δείγματα. Η καμπύλη αναφοράς των τιμών Ct 
δίνει μεγαλύτερο συντελεστή συσχέτισης R2 =0.9229 από την καμπύλη αναφοράς 
φθορισμού R2=0.9158. Συμπεραίνουμε λοιπόν ότι είναι προτιμότερο για 
ποσοτικούς προσδιορισμούς να χρησιμοποιηθεί η καμπύλη αναφοράς του 
Διαγράμματος 7.5 σε σχέση με τις τιμές  Ct (Threshold cycle) η οποία είναι πιο 
γραμμική από την καμπύλη αναφοράς φθορισμού και μας δίνει πιο αξιόπιστα 
αποτελέσματα. 
Το γενικό συμπέρασμα των αποτελεσμάτων είναι ότι η ποσοτικοποίηση του 
DNA με βάση τις τιμές Ct (Threshold cycle) μας δίνει πιο αξιόπιστα αποτελέσματα 
από την ποσοτικοποίηση με μονάδες φθορισμού. Επίσης η χρήση των 
αποτελεσμάτων ως ποσοστό DNA σε δείγματα μας δίνει πιο εύχρηστα, κατανοητά 
αλλά προπαντός περισσότερο συγκρίσιμα αποτελέσματα σε σχέση με την ποσότητα 
DNA στο δείγμα. 
8. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
    Το  κρέας αποτελεί αναπόσπαστο κομμάτι στις διατροφικές συνήθειες του 
σύγχρονου δυτικού κόσμου. Εξαιτίας της αναμενόμενης βελτίωσης του επιπέδου 
ζωής, αλλά και της οικονομικής και κοινωνικής ανάπτυξης και στις αναπτυσσόμενες 
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χώρες, η κατανάλωση κρέατος αναμένεται να αυξηθεί σημαντικά τα επόμενα 
χρόνια. Επιπλέον, η χρήση σύγχρονων μεθόδων επεξεργασίας και παρασκευής 
έτοιμων προϊόντων με βάση το κρέας διεύρυνε σημαντικά την κατανάλωση 
κρέατος.  Για αυτό το λόγο η εμπορία κρέατος απέκτησε τεράστια δυναμική.  
    Τα πουλερικά ως τρόφιμο έχουν ιδιαίτερη σημασία στη σύγχρονη διατροφή του 
ανθρώπου. Μάλιστα η εμπορική αξία ορισμένων προϊόντων όπως του κρέατος από 
γαλοπούλα είναι ιδιαίτερα μεγάλη. Επιπλέον, λόγω της υιοθέτησης από τους 
καταναλωτές πιο υγιεινής διατροφής, τελευταία παρατηρείται έντονη στροφή προς 
την κατανάλωση κρέατος πουλερικών. Όμως η μεγάλη ζήτηση και κατανάλωση 
κρέατος και προϊόντων κρέατος, οδήγησε και σε μη σωστές πρακτικές παραγωγής 
και εμπορίας με σκοπό να αποφέρει επιπλέον κέρδος στις βιομηχανίες κρέατος, σε 
βάρος όμως του υγιούς εμπορίου αλλά και εξαπατώντας τους καταναλωτές 
πιθανόν με δυσάρεστα αποτελέσματα για την υγεία τους. Έτσι κρίθηκε απαραίτητη 
η θέσπιση ενός νομοθετικού πλαισίου έτσι ώστε να διασφαλιστεί η ποιότητα των 
προϊόντων κρέατος σε όλα τα στάδια παραγωγής και εμπορίας του, με σκοπό την 
προστασία του καταναλωτή αλλά και του υγιούς εμπορίου. Οι πολλές  περιπτώσεις 
νοθείας σε κρέας έκαναν αυτήν την ανάγκη ακόμα πιο επιτακτική. Αρχικά η 
προσπάθεια εστιάστηκε στη χρήση της επισήμανσης και της ιχνηλασιμότητας του 
κρέατος με σκοπό να ελεγχθεί η αυθεντικότητά τους χωρίς όμως να μπορέσει να 
εξαλείψει τα φαινόμενα νοθείας. Η επιτηδευμένη ή εσφαλμένη επισήμανση, οι 
διάφορες διατροφικές κρίσεις (π.χ. γρίπη των χοίρων, αφθώδης πυρετός, κλπ) και η 
αυξημένη ανησυχία των καταναλωτών οδήγησε στην ανάγκη εξεύρεσης πιο 
ασφαλών και δραστικών μεθόδων. Έτσι κρίθηκε απαραίτητο, η υιοθέτηση και 
ανάπτυξη αξιόπιστων αναλυτικών μεθόδων που έχουν ως στόχο τον έλεγχο νοθείας 
και ταυτοποίησης προϊόντων κρέατος. 
Στην παρούσα μελέτη εφαρμόστηκαν μοριακές τεχνικές με σκοπό την 
ταυτοποίηση και την ποσοτικοποίηση ειδών κρέατος πουλερικών ειδικότερα 
κρέατος γαλοπούλας, που βρισκόταν σε μίγματα με άλλα πουλερικά (κοτόπουλο) 
αλλά και σε μείγματα ερυθρών κρεάτων (μοσχάρι, χοιρινό). Στόχος ήταν να 
επιτευχθεί ο έλεγχος προσμίξεων σε τρόφιμα ζωικής προέλευσης με τη χρήση  
μοριακών δεικτών, και συγκεκριμένα γονιδίων. H επιλογή του γονιδίου στην 
ανάλυση PCR εξαρτάται από την μεταβλητότητα της αλληλουχίας των γονιδίων. Η 
ταυτοποίηση των ειδών με την PCR απαιτεί την χρησιμοποίηση τουλάχιστον ενός 
σετ  εξειδικευμένων εκκινητών που να αναγνωρίζει μία νουκλεοτιδική αλληλουχία 
που είναι μοναδική για ένα είδος. Μολονότι οι εκκινητές και οι ανιχνευτές 
αναμφισβήτητα επηρεάζουν σημαντικά την εξειδίκευση και την ευαισθησία στην 
Real-Time PCR, για τον προσδιορισμό συγκεκριμένων ειδών, γίνεται πλέον 
παραδεκτό ότι και η επιλογή μεταξύ mtDNA  και nDNA μπορεί  να επηρεάσει την  
εξειδίκευση και την ευαισθησία  στην Real-Time (Lopez-Andreo et al., 2005, Martin 
et al., 2009). Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια ανάπτυξης ενός 
πρωτοκόλλου ανάλυσης, βασιζόμενο  στο mtDNA, εξαιτίας των σημαντικών 
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πλεονεκτημάτων που έχει έναντι του nDNA, όπως αναφέρθηκαν και παραπάνω στο 
Κεφ.4. 
Το πιο κοινό γονίδιο-στόχος που χρησιμοποιείται στην PCR είναι το 
κυτόχρωμα-b, το οποίο βρίσκει ευρεία εφαρμογή σε φυλογενετικές μελέτες αλλά 
και ως γονίδιο αναφοράς. Οι Zhang et al., (2007), ανέπτυξαν μια ποσοτική μέθοδο 
με την Real Time PCR χρησιμοποιώντας εσωτερικό ανιχνευτή TaqMan με βάση το 
κυτόχρωμα b για  ανίχνευση και  ποσοτική ανάλυση του DNA των βοοειδών στα 
κρέατα, γάλατα και τυριά. Η ενδοειδική μεταβλητότητα της αλληλουχίας του 
κυτοχρώματος b, έχει αξιοποιηθεί για το σχεδιασμό εξειδικευμένων εκκινητών 
βοοειδών που είναι άκρως επιλεκτικοί έναντι των προβάτων, χοίρων, αιγών, 
γαλοπούλας, κοτόπουλου, και βουβαλιών, αλλά οι εξειδικευμένοι εκκινητές DNA 
προβάτων, μπορούν να εντοπίσουν DNA κατσίκας με χαμηλή αποτελεσματικότητα. 
Το γονίδιο έχει επίσης χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση,  πέντε ειδών  ζώων σε 
μείγματα κρέατος από χοίρους, βοοειδή, πρόβατα, κοτόπουλο και γαλοπούλα  
(Dooley et al., 2004). Το όριο ανίχνευσης που αναφέρθηκε από τους Zhang et al., 
(2004), είναι 35pg για DNA βοοειδών, ενώ μπορεί να φτάσει στο 0.1%  σε μίγματα 
κρεάτων βοοειδών, προβάτων  και γαλοπούλας (περίπου 50pg DNA), σύμφωνα με 
τους Dooley et al. (2004). Ακόμη χαμηλότερο όριο ανίχνευσης 1pg μπορεί να 
επιτευχθεί στην ανίχνευση κρέατος λαγού χρησιμοποιώντας το γονίδιο κυτόχρωμα 
b, και κατασκευάζοντας εξειδικευμένους ανιχνευτές και εκκινητές για ένα ευρύ 
φάσμα διαφορετικών άγριων ειδών που δεν είναι στενά συνδεδεμένα μεταξύ τους 
(Santos et al., 2012). 
Ένα άλλο γονίδιο των μιτοχονδρίων που έχει χρησιμοποιηθεί για τον 
προσδιορισμό συγκεκριμένων ειδών είναι το 12S rRNA, το οποίο κωδικοποιεί την 
μικρή υπομονάδα του μιτοχονδριακού ριβοσώματος. Αυτό το γονίδιο εμφανίζει σε 
ικανοποιητικό βαθμό ενδοειδική και διαειδική μεταβλητότητα και αρκετά μεγάλο 
αριθμό αντιγράφων ανά κύτταρο, αυξάνοντας  σημαντικά την ευαισθησία της PCR, 
ειδικά όταν ένας ιστός υποβάλλεται σε ακραίες συνθήκες επεξεργασίας, όπως η 
αποστείρωση (Girish et al., 2004). Το γονίδιο έχει χρησιμοποιηθεί για να 
δημιουργηθούν εξειδικευμένοι εκκινητές  για μερικά είδη ελαφιών, που δείχνουν 
την παρουσία ενδοειδικής μεταβλητότητας της γονιδιακής αλληλουχίας  (Fajardo et 
al., 2008). Επίσης έχουν σχεδιαστεί ειδικοί εκκινητές για χοίρους με βάση το γονίδιο 
αυτό δίνοντας πολύ καλά αποτελέσματα με την μέθοδο της PCR για ένα ευρύ 
φάσμα ειδών, τόσο για ζώα όσο και για φυτά που υπάρχουν σε ζωοτροφές των 
χοίρων (Martin et al., 2009). Οι τιμές του ορίου ανίχνευσης του 12S rRNA με βάση 
τη PCR που αναφέρθηκαν στις τρεις μελέτες, κυμαίνονται από λιγότερο από 5 fg 
έως 10 pg DNA. 
Η περιοχή D-loop του mtDNA επιλέγεται συχνά για την διάκριση μεταξύ ειδών 
κρέατος λόγω του υψηλού ποσοστού υποκατάστασης και λόγω ότι είναι η πιο 
ταχέως εξελισσόμενη περιοχή του μιτοχονδιακού γονιδιώματος (Fajardo et al., 
2008). Οι μεταλλάξεις εντός του πληθυσμού αλλά και μεταξύ των ατόμων είναι 
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πολύ συχνές στην περιοχή αυτή (Fajardo et al., 2008). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει 
τη δυνατότητα  να χρησιμοποιηθεί η περιοχή D-loop του mtDNA, για τον 
διαχωρισμό ειδών ζώων.  Ο ποσοτικός προσδιορισμός του βοείου κρέατος σε 
μείγματα χρησιμοποιώντας ειδικούς εκκινητές και ανιχνευτές στοχεύοντας την 
περιοχή D-loop έχει αναφερθεί από τον Sawyer et al., (2003). Οι εκκινητές είναι σε 
θέση να ανιχνεύουν ειδικά το DNA των βοοειδών σε προσμίξεις βοείου κρέατος με 
αρνί σε ποσοστό 0.1%. 
Τα γονίδια των υπομονάδων της αφυδρογονάσης NADH είναι επίσης χρήσιμα 
για την ταυτοποίηση ενός συγκεκριμένου είδους χρησιμοποιώντας Real Time PCR. 
Το γονίδιο της υπομονάδας 5 (ND5) της NADH αφυδρογονάσης, έχει  
χρησιμοποιηθεί για το σχεδιασμό ειδικών εκκινητών για χοίρους για πολύ 
εξειδικευμένο σύστημα PCR (Farihah Liyana et al., 2009, Kesmen et al., 2009). Η  
υπομονάδα 2 (ND2) της NADH αφιδρογονάσης, με ειδικό εκκινητή για γαϊδούρι 
εμφανίζει επαρκή ενδοειδική μεταβλητότητα  για την διάκριση κρέατος από 
γάιδαρο από κρέας αλόγου  (Kesmen et al., 2009) καθώς η διαφοροποίηση  μεταξύ 
αλόγου και γαϊδάρου είναι αρκετά δύσκολη. Από την άλλη πλευρά ειδικοί εκκινητές 
αλόγου που προέρχονται από την γονιδιακή αλληλουχία ATPase6/ATPase8 είναι 
επίσης σε θέση να διαχωρίσουν άλογο από γάιδαρο, όμως, σε υψηλή τιμή Ct άνω 
των 30 κύκλων μπορεί να ανιχνευθεί DNA χοίρου οδηγώντας σε ασαφή 
αποτελέσματα (Kesmen et al., 2009). Το όριο ανιχνεύσεως του συστήματος PCR που 
αναπτύχθηκε με βάση ND2, ND5 και των γονιδίων ATPase6/ATPase8 είναι πολύ 
χαμηλό 0,1 pg DNA σε διάλυμα νερού το οποίο δίνει ένα εξαιρετικά ευαίσθητο 
σύστημα ανίχνευσης ειδών 
Τα 16S rRNA γονίδια, χρησιμοποιούνται συνήθως ως καθολικοί εκκινητές 
καθώς οι αλληλουχίες τους είναι καλά προστατευμένες (Dalmasso et al., 2004) και 
κωδικοποιούν πρωτεΐνες που παίζουν σημαντικό ρόλο στην λειτουργία του 
κυττάρου, έχοντας ως αποτέλεσμα, τον μικρότερο αριθμό μετάλλαξης των 
γονιδίων. Η προστατευμένη περιοχή στην 16S rRNA αλληλουχία είναι πιθανόν να 
διατηρείται σε στενά συγγενικά είδη, έτσι ώστε οι γονιδιακές αλληλουχίες σε είδη 
που έχουν μακρινή συγγένεια (αγελάδα και κοτόπουλο) να μπορούν να 
συνδυαστούν σε σειρά για να δημιουργήσουν το καθολικό εκκινητή που θα 
ενισχύσει τόσο είδη θηλαστικών όσο και πτηνών (Sawyer et al., 2003).  Καθολικός 
εκκινητής με βάση το 16S rRNA, για θηλαστικά και πουλερικά χρησιμοποιήθηκε 
επίσης από τους Kesmen et al., (2009)  για τον έλεγχο της ενισχύσεως. Eιδικοί 
εκκινητές αναπτύχθηκαν για μηρυκαστικά για το γονίδιο 16S rRNA για την 
ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισμό σε ένα πολύ περίπλοκο μείγμα DNA από 
κρέας και οστεάλευρα (MBM) μηρυκαστικών, που συμπεριελάμβανε πρόβατο, 
βοοειδή και  αίγες  (Chiappini et al., 2005). Έχει επιλεγεί ως αλληλουχία στόχος 
επειδή το ενδοειδικό επίπεδο μεταβλητότητας είναι πολύ χαμηλότερο σε σχέση με 
την μεταβλητότητα μεταξύ των ειδών  (Chiappini et al., 2005). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 10:16:41 EET - 137.108.70.7
68 
 
Τα όρια ανίχνευσης που έχουν επιτευχθεί με την χρήση mtDNA στις αναλύσεις 
PCR, είναι γενικά πολύ χαμηλά, χαμηλότερα και από 5fg DNA όταν στόχος-γονίδιο 
ήταν το 12S rRNA (Rojas et al., 2010) και 40 fg DNA σε περιπτώσεις με το 
κυτόχρωμα b (Lopez-Andreo et al., 2006). Επιπρόσθετα, με εξειδικευμένους 
εκκινητές που σχεδιάστηκαν από άλλα κωδικοποιούμενα  μιτοχονδριακά γονίδια 
ανιχνεύθηκαν έως και 0.1pg DNA (Kesmen et al., 2009). 
Στο παρελθόν έχει μελετηθεί η ποσοτικοποίηση DNA με την μέθοδο της Real 
Time PCR σε μείγματα διαφόρων ειδών κρέατος από πολλούς ερευνητές. Όμως στις 
περισσότερες από αυτές δεν χρησιμοποιήθηκε ως γενετικός δείκτης το γονίδιο 12S 
rRNA.   Το κωδικοποιημένο γονιδίο 12S rRNA  του mtDNA, επιλέχτηκε ως γονίδιο-
στόχος, εξαιτίας της υψηλής μεταβλητότητας μεταξύ των ειδών αλλά, όπως 
αναφέρθηκε και παραπάνω εξαιτίας και των χαμηλών ορίων ανίχνευσης DNA που 
έχουν επιτευχθεί.  
Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια ανάπτυξης ενός πρωτοκόλλου 
ανάλυσης, βασιζόμενο  στο μιτοχονδριακό γονίδιο 12S rRNA. 
Με τη μέθοδο της απομόνωσης λάβαμε αρκετά μεγάλη ποσότητα ενιαίου 
mtDNA από μικρή ποσότητα ιστού κρέατος. Το μιτοχονδριακό γονιδίωμα είναι 
αρκετά συντηρημένο μεταξύ των ειδών δίνοντας έτσι την δυνατότητα να 
χρησιμοποιήσουμε για την ενίσχυση του τμήματος του γονιδίου γενικούς εκκινητές 
(universal primers). Η χρήση των universal primers απλοποιεί κατά πολύ την 
εφαρμογή της τεχνικής της PCR και της Real Time PCR. 
Αρχικά με την μέθοδο της PCR πολλαπλασιάσαμε τμήμα του γονιδίου 12S RNA 
του μιτοχονδρίου για όλα τα δείγματα και κάναμε έλεγχο εάν οι εκκινητές 
γαλοπούλας πολλαπλασιάζουν αλληλουχίες άλλων ειδών. 
Έπειτα χρησιμοποιήσαμε την τεχνική της Real Time PCR για την 
ποσοτικοποίηση των αλληλουχιών DNA στο δείγμα. Στην ποσοτική Real Time PCR 
υπάρχουν δύο μέθοδοι ανίχνευσης που μπορούν να εφαρμοστούν για την σήμανση 
των προϊόντων της Real Time PCR. Η μια μέθοδος βασίζεται στην χρήση χρωστικών 
που παρεμβάλλονται μεταξύ ζευγών βάσεων σε δίκλωνο DNA, SYBR Green, και η 
άλλη στη χρήση εσωτερικών ολιγονουκλεοτιδίων-ανιχνευτών (probes).  
Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήσαμε την μέθοδο Real Time PCR με χρήση 
χρωστικής SYBR Green, ώστε αφενός να γίνει έλεγχος της καταλληλότερης 
συγκέντρωσης των εκκινητών και αφετέρου για την δημιουργία καμπύλης 
αναφοράς η οποία θα μας έδινε καλύτερη απόδοση αντίδρασης (Efficiency, E)  και 
μεγαλύτερο συντελεστή συσχέτισης. Καταλήξαμε ότι η βέλτιστη συγκέντρωση 
εκκινητών, η οποία μας έδινε και την καλύτερη απόδοση (Ε=0,9819), ήταν 300nM.  
Επίσης με την μέθοδο αυτή έγινε έλεγχος για την διασταυρούμενη 
αντιδραστικότητα μεταξύ DNA γαλοπούλας, κοτόπουλου, χοιρινού, μοσχαριού, 
όπου διαπιστώσαμε ότι οι εκκινητές γαλοπούλας δεν ανιχνεύουν σε καμιά 
περίπτωση DNA από τα άλλα τρία είδη κρέατος. 
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Χρησιμοποιώντας την απόδοση της αντίδρασης που πήραμε από την καμπύλη 
αναφοράς με SYBR Green προχωρήσαμε στην δημιουργία καμπύλων αναφοράς για 
την ποσοτικοποίηση του DNA των δειγμάτων μας. Με την μέθοδο της Real Time 
PCR και την χρήση εσωτερικών ανιχνευτών Τaqman (probes), δημιουργήσαμε μία 
αντίδραση η οποία μας έδωσε τιμές Ct (Threshold Cycle). Χρησιμοποιώντας τις 
τιμές Ct, την τιμή της απόδοσης της αντίδρασης που αναφέραμε παραπάνω, το 
ποσοστό DNA σε γνωστά δείγματα, τα ng DNA σε γνωστά δείγματα και τον 
φθορισμό που παράγουν τα αρχικά επίπεδα DNA στο δείγμα δημιουργήσαμε 
τέσσερις διαφορετικές καμπύλες αναφοράς.  Η πρώτη δημιουργήθηκε από τις τιμές 
Ct και τα ng DNA στο δείγμα, η δεύτερη από τα αρχικά επίπεδα φθορισμού και τα 
ng DNA στο δείγμα, η τρίτη από τις τιμές Ct και από το ποσοστό DNA στο δείγμα και 
η τέταρτη καμπύλη αναφοράς από τα αρχικά επίπεδα φθορισμού και το ποσοστό 
στο δείγμα. Για πιο αξιόπιστες ποσοτικές εκτιμήσεις θα πρέπει να 
χρησιμοποιήσουμε την καμπύλη που εκφράζει τις τιμές Ct, ως προς τη ποσότητα 
DNA στο δείγμα.   
Με τις μεθόδους που αναφέραμε φαίνεται πως είναι εφικτή η δημιουργία 
καμπύλων αναφοράς για την ποσοτικοποίηση DNA σε δείγματα. Από τις τέσσερις 
καμπύλες αναφοράς που δημιουργήσαμε φαίνεται καθαρά ότι η καμπύλες που 
προκύπτουν σε σχέση  με τις τιμές Ct είχαν καλύτερο συντελεστή συσχέτισης με 
αποτέλεσμα να έχουμε πιο ακριβή αποτελέσματα, με κατώτερο όριο ανίχνευσης 
περίπου 1,5ng DNA γαλοπούλας στο δείγμα, όριο αρκετά ικανοποιητικό αν και όχι 
τόσο χαμηλό που αναφέρθηκε παραπάνω (5fg DNA, Rojas et al., 2010). Μπορούμε 
λοιπόν να ανιχνεύσουμε σε άγνωστα δείγματα μίγματα κρεάτων με γαλοπούλα, με  
σύγκριση των τιμών Ct (Threshold Cycle) των υπό μελέτη δειγμάτων με αυτές της 
καμπύλης αναφοράς και με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η ποσοτικοποίηση τους. 
Τέλος για πιο κατανοητά αποτελέσματα μπορεί να χρησιμοποιηθεί η καμπύλη που 
συσχετίζει ποσοστό DNA στο δείγμα με τις τιμές Ct,με όριο ανίχνευσης σε ποσοστό 
ως 5%.  
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